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1 Einleitung 
1.1 Proteasen: „A frog that became a prince“ 
Die Familie der Proteasen gehört zu der Enzymklasse der Hydrolasen. Sie sind in 
der Lage, Proteine durch die Addition eines Wassermoleküls an eine 
Peptidbindung in ihre Bausteine, die Aminosäuren bzw. in Peptidfragmente zu 
zerlegen. Dieser enzymatisch unterstützte Prozess wird als Proteolyse aber auch 
als Prozessierung bezeichnet.  
Proteasen werden basierend auf der in ihrem katalytischen Zentrum lokalisierten 
Aminosäure, die für die von ihnen katalysierte enzymatische Reaktion essentiell 
ist, in Serin-, Cystein- und Aspartylproteasen unterteilt. Für die von den 
Metalloproteasen katalysierte enzymatische Reaktion ist ein, in dem Zentrum der 
Enzyme koordiniertes, katalytisch relevantes Zinkion von großer Bedeutung, das 
in seiner Eigenschaft als Metallion zur Namensgebung dieser Enzymgruppe 
beigetragen hat (Bode et al., 1999). 
Die Enzymfamilie der Proteasen hat im Laufe der vergangenen Jahre zunehmend 
an Bedeutung gewonnen. Zunächst wurde Vertretern dieser Familie lediglich eine 
Beteiligung an der Qualitätskontrolle von Proteinen, genauer gesagt eine 
Funktion bei der Erkennung und der Eliminierung von fehlgefalteten Proteinen 
oder falsch assemblierten Komplexen zugesprochen. Darüber hinaus sind sie 
auch an der Beseitigung und dem Abbau von funktionellen Proteinen in den 
Lysosomen und dem Proteasom beteiligt. Der Nachweis der Aktivierung von 
biologisch-inaktiven Vorläufermolekülen durch die regulierte Spaltung der 
Proteine, wie in dem Fall von Pro-Insulin (Steiner und James, 1992) oder Pro-
Opiomelanocortin (POMC) gezeigt werden konnte (Chretien et al., 1979), rückte 
die Enzymfamilie der Proteasen zunehmend in das Interesse der Forscher. Zu 
den Substraten der Proteasen zählen nicht nur Proteinvorläufermoleküle. Die 
regulierte Prozessierung von Proteinen ist ein allgemeiner Mechanismus über 
die bereits bekannten posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierungen, 
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Sulfatierungen oder Glykosylierungen hinaus, um die Aktivität eines Proteins, 
seine Lebensspanne aber auch seine Lokalisation zu verändern. Nicht nur auf 
genetischer Ebene durch homologe Rekombination oder Variationen in den 
Allelen, auf RNA-Ebene durch „Alternatives Spleißen“ oder „RNA-Editing“, 
sondern auch nach dem Verlassen des sekretorischen Weges, nach der Reifung 
eines Proteins ist eine Zelle durch dieses kurzfristig einsetzbare und jederzeit 
verfügbare Werkzeug in der Lage, die Diversität von Proteinen zu erhöhen 
(Seidah und Chretien, 1997).  
Um ein gigantisches Kontrollsystem für die von Proteasen regulierten 
Zellfunktionen zu kompensieren und das Überleben eines biologischen Systems 
zu sichern, ist die Existenz von zahlreichen Proteasen mit verschiedenen 
(Diversität) aber auch überlappenden Funktionen (Redundanz) notwendig 
(Seidah und Chretien, 1999; Bauvois, 2001).  
Die Aktivität von Proteasen kann sowohl auf der Ebene der Transkription als auch 
auf Proteinebene durch die Aktivierung von inaktiven Vorläufermolekülen reguliert 
werden. Endogene Inhibitoren kontrollieren die Aktivität einer Protease. Die 
irreversible Inaktivierung von Enzymen durch den Abbau funktioneller Proteasen 
zählt ebenfalls zu den komplexen Regulationsmechanismen zwischen Enzym und 
Substrat (Werb und Yan, 1998). Die Überwachung der Aktivität einer Protease ist 
notwendig, um eine vorzeitige und unkontrollierte Aktivierung zu verhindern, die 
zu pathologischen Prozessen wie der Neurodegeneration und der Onkogenese 
führen kann. Für das Verständnis der Pathogenese verschiedener Krankheiten ist 
daher die Untersuchung der beteiligten Proteasen und ihre Regulation essentiell. 
Proteasen stellen mögliche Angriffsstellen für Therapeutika beim Kampf gegen 
Krankheiten dar (Hooper et al., 1997; Blobel, 2000). 
1.2 Prozessierung von Transmembranproteinen: „A cellular 
striptease act“ 
Während der Lebensspanne einer Zelle kommt es zu einer ständigen 
Veränderung und Modulation der Proteinzusammensetzung auf der 
Zelloberfläche. In Abhängigkeit des Entwicklungsstadiums und des 
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Aktivitätsstatus einer Zelle werden Proteine von der Oberfläche einer Zelle 
entfernt, erneut präsentiert, aber auch strukturell verändert. Müsste eine Zelle auf 
diese Modulationen verzichten, wäre sie 
nicht in der Lage, sich zu bewegen und 
mit ihrer Umgebung in Kontakt zu treten. 
So stellt sich die Frage: Wie wird diese 
oftmals sehr schnell ablaufende 
Veränderung der 
Proteinzusammensetzung auf der 
Zelloberfläche moduliert? Welcher Mechanismus liegt diesen strukturellen 
Veränderungen von  Zelloberflächenproteinen zugrunde? Die Zelle bedient sich 
für die Modulation ihrer Proteine  an der Zelloberfläche dem jederzeit verfügbaren 
posttranslationalen Mechanismus der regulierten Proteolyse (Werb und Yan, 
1998; Blobel, 2000). Für zahlreiche single-pass Transmembranproteine (Black et 
al., 1997; Buxbaum et al., 1998; Peschon et al., 1998), zu denen unter anderem 
Membranrezeptoren, 
Zelladhäsionsmoleküle, 
Cytokine und 
Wachstumsfaktoren zählen 
[Tabelle (Tab.) 1.1], konnten 
bereits lösliche Formen 
nachgewiesen werden. Der 
konservierte und 
fundamentale Vorgang, bei 
dem Transmembranproteine 
durch Prozessierung in einen 
löslichen und einen weiterhin 
membrangebundenen Teil gespalten werden, wird als Ectodomain Shedding (to 
shed = verlieren, abwerfen) definiert und führte zu der alternativen Bezeichnung 
der beteiligten und verantwortlichen Proteasen als Secretases oder Sheddases. 
(Schlondorff und Blobel, 1999; Seidah und Chretien, 1999; Blobel, 2000).   
Tab. 1.2: Zellfunktionen, die durch Proteolyse beeinflusst 
und reguliert werden. 
 
 Cytokine, Wachstumsfaktoren
TGFα, EGF, HB-EGF, TNFα, CSF-1, Fas-L
 Rezeptoren
TNFRI, TNFRII, p75 NGFR, TSHR
 Zelladhäsionsmoleküle und andere Proteine
L-Selectin, APP, ACE, Delta
Tab. 1.1: Beispiele von Transmembran-
proteinen, die durch proteolytische 
Spaltung von der Membran gelöst werden 
(Schlondorff und Blobel, 1999).  
 Lösliche Mediatoren zwischen Zellen eines Zellverbandes 
(parakriner⇒ endokriner Mechanismus)
 Regulation der Adhäsion von Zellen durch die Spaltung 
von Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen
 Regulation der Interaktion zwischen Liganden und 
Rezeptoren: 
- Desensibilisierung einer Zelle durch die Spaltung 
von membrangebundenen Rezeptoren
- Freisetzung von membrangebundenen Liganden:
Funktion als Agonisten oder Antagonisten
 Etablierung von attraktiven und repulsiven
Proteingradienten für die Wegfindung migrierender Zellen
 Auslösung von Signaltransduktionsprozessen, die den 
Zelltod und das Zellüberleben regulieren
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Die von dem Mechanismus des Ectodomain Sheddings beeinflussten und 
regulierten biologischen Prozesse sind sehr vielfältig (Tab. 1.2) (Schlondorff und 
Blobel, 1999; Seidah und Chretien, 1999; Blobel, 2000).  
Als an der regulierten Proteolyse von Transmembranproteinen beteiligte 
Proteasen konnten neben den der Metalloproteasefamilie zugehörigen 
Mitgliedern der ADAM-Familie [ADAM = a disintegrin and a metalloprotease, 
(s. 1.2.1.1)] und der Matrixmetalloproteasen [MMP = matrixmetalloprotease, 
(s. 1.2.1.2)] unter anderem auch Serinproteasen der Familie der 
Prohormonkonvertasen [PC = prohormone convertase, (s. 1.2.1)] identifiziert 
werden (Werb und Yan, 1998). Die Eigenschaften und Charakteristika der 
Proteasefamilien werden in den folgenden Unterkapiteln vorgestellt. 
1.2.1 Die Superfamilie der Metzinkine 
Die Familie der ADAMs und der MMPs werden mit den auch als Astazinen 
bezeichneten, erstmals im Flusskrebs Astacus astacus beschriebenen, 
Mitgliedern der Meprin-Familie und den sogenannten Serralysinen, die der 
Gruppe der bakteriellen Proteasen zugeordnet werden, zu der Superfamilie der 
Metzinkine zusammengefasst. Metzinkine sind zinkabhängige Metalloproteasen, 
die durch eine Konsensussequenz in der katalytischen Domäne 
(HEXXHXXGXXHZ) charakterisiert werden (Schlondorff und Blobel, 1999; Blobel, 
2000). Im katalytischen Zentrum der Enzyme sind drei Histidinreste und ein 
Wassermolekül an der Koordination des katalytisch relevanten Zinkions beteiligt 
(Bode et al., 1999). 
1.2.1.1 ADAMs: “Sheddases”  
Die Familie der ADAMs umfasst eine  Gruppe membranständiger Glykoproteine, 
die sowohl in physiologische (Fertilisation, Neurogenese, Adipogenese) als auch 
in pathologische Prozesse (Arteriosklerose, Morbus Alzheimer, Onkogenese, 
Diabetes mellitus, Asthma bronchiale) involviert sind (Blobel, 1997). Sie werden 
basierend auf ihrer Domänenstruktur auch als MDCs 
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(Metalloprotease- / Disintegrin- / Cystein-reiche Proteine) bezeichnet (Black 
und White, 1998). In  vielen Fällen handelt es sich bei den Substraten der bereits 
mehr als dreißig Mitglieder umfassenden ADAM-Familie um mit der Zelloberfläche 
assoziierte oder membrangebundene Proteine. Einen Einblick über bereits 
identifizierte Substrate der ADAMs gibt Tab 1.3. Die Vertreter dieser 
Proteasefamilie spalten nicht nur Membranproteine, sondern zu ihren Substraten 
zählen auch Bestandteile der EZM wie Fibronektin und Kollagen (Primakoff und 
Myles, 2000; White, 2003). 
Im allgemeinen weisen ADAMs eine konservierte Domänenstruktur auf 
[Abbildung (Abb.) 1.1] (Blobel, 1997; Black und White, 1998; Schlondorff und 
Blobel, 1999). Sie werden zunächst als inaktive Vorläufer synthetisiert (Loechel et 
al., 1998; Lum et al., 
1998; Roghani et al., 
1999). In vielen Fällen 
sind Mitglieder der 
Prohormonkonvertasefa-
milie (s. 1.2.2) an der 
Spaltung der Prodomäne 
und somit der Aktivierung 
des Moleküls beteiligt. 
Die Prodomäne scheint 
neben ihrer 
inhibitorischen Funktion 
auf die katalytische 
Aktivität des Enzyms auch an der Reifung und dem intrazellulären Transport des 
Proteins beteiligt zu sein (Loechel et al., 1998; Roghani et al., 1999). Die 
Prodomäne
Katalytische Domäne
Disintegrindomäne
Cystein-reiche Domäne
EGF-ähnliche Domäne
Transmembrandomäne
zytoplasmatische Domäne
⇒ Proteolytische Prozessierung
⇒ Adhäsion / Substraterkennung
⇒ Zellfusion / Adhäsion
⇒ Adhäsion
Abb. 1.1: Schematische Übersicht der Domänenstruktur der 
Familie der ADAMs (Moss und Lambert, 2002)   
 
Enzym membrangebundene Substrate
ADAM9 MDC 9 pro-HB-EGF 
ADAM10 Kuzbanian pro-HB-EGF, pro-TNFα, Notch, Ephrin-A2, APP, cellular prion 
precursor, Delta
ADAM12 Meltrin α pro-HB-EGF, insulin like growth factor binding proteins 3/5
ADAM17 TACE pro-TNFα, pro-TGFα, pro-HB-EGF, Notch, Fas-L, L-Selektin, 
TNFR I, TNFR II, Trk A, APP, cellular prion precursor
ADAM19 pro-neuregulin β1 und β4
Tab. 1.3: Proteasen der ADAM-Familie und ihre Substrate (White, 2003) 
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Disintegrindomäne (= disruption of integrin binding) der ADAMs ist in der Lage, 
die Funktion von Integrinen zu inhibieren (Gupta et al., 2000). Die adhäsiven 
Domänen, die Disintegrin-, die Cystein-reiche und die epidermal growth factor 
(EGF)-ähnliche Domäne vermitteln Wechselwirkungen mit 
membrangebundenen, aber auch mit Komponenten der extrazellulären Matrix 
(EZM), die ADAMs an ihren physiologischen Wirkungsort führen und darüber 
hinaus durch Bindung eines potentiellen Substrates die Effektivität der Protease 
regulieren können (Blobel und White, 1992; Iba et al., 2000; Gaultier et al., 2002).  
Die intrazelluläre Domäne der ADAMs ist an Signaltransduktionsprozessen  
(Yagami-Hiromasa et al., 1995; Black et al., 1997; Inoue et al., 1998; Schlondorff 
und Blobel, 1999) beteiligt. Die Modulation des zytoplasmatischen Anteils kann 
zusätzlich zu einer Veränderung der intrazellulären Prozessierung, dem 
Transport, der subzellulären Lokalisation und der Oberflächenexpression des 
Enzyms auch die Aktivität des Enzyms beeinflussen (Seals und Courtneidge, 
2003).   
Für Vertreter der ADAM-Familie konnte bisher keine übereinstimmende 
Erkennungs- und Spaltsequenz identifiziert werden. Die Substratspezifität einer 
jeden Protease scheint durch etwa 8 - 10 ungefaltete Aminosäuren um die zu 
spaltende Peptidbindung, sowie durch den Abstand der Spaltstelle zu der 
Membran determiniert zu werden (Schlondorff und Blobel, 1999). 
1.2.1.2 Matrixmetalloproteasen: „They´re not just for matrix anymore!“ 
Matrixmetalloproteasen, auch als Matrixine bezeichnet, sind verantwortlich für 
die Degradation verschiedener Komponenten der EZM und der Basalmembranen 
(Khasigov et al., 2001). Sie spielen eine essentielle Rolle bei der Entwicklung des 
Organismus (Khasigov et al., 2001). Im adulten Organismus ist die Aktivität der 
MMPs dagegen sehr niedrig. Sie kann jedoch durch physiologische Vorgänge 
stimuliert werden, die durch die Umstrukturierung von Bindegewebsstrukturen wie 
z.B. dem Menstruationszyklus und der Resorption der Plazenta nach der 
Schwangerschaft charakterisiert werden (Johnson et al., 1998). 
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Bisher wurden bereits 20 Mitglieder dieser Familie identifiziert und charakterisiert. 
Basierend auf der ihnen eigenen konservierten Domänenstruktur (Abb. 1.2), der 
Substratspezifität und der zellulären Lokalisation der Enzyme können sie in vier 
verschiedene Unterklassen eingeteilt werden: die Kollagenasen, die 
Gelatinasen, die Stromelysine und die membrangebundenen MT (membrane 
type) - MMPs, die an ihrem carboxyterminalen Ende eine zusätzliche 
membranspannende Domäne aufweisen (Sato und Seiki, 1996; Seiki, 1999; 
Ellerbroek und Stack, 1999).  
Zu den Substraten der MMPs zählen zahlreiche Proteine der EZM, sowie der 
Basalmembran: Kollagen, Gelatin, Elastin, Fibronektin, Vitronektin, Aggrecan, 
Prodomäne
Katalytische Domäne
Linker-Region
Hemopexin-ähnliche Domäne
Abb. 1.2: MMPs weisen eine konservierte 
Domänenstruktur auf (Matrisian, 1992). Die  
Prodomäne der MMPs gewährleistet die Latenz der 
Proenzyme, die in der Regel als inaktive Proteine 
von Zellen in ihre Umgebung sezerniert werden und 
erst in der EZM durch Abspaltung der Prodomäne 
aktiviert werden (Nagase, 1997; Kleiner und Stetler-
Stevenson, 1993). Die carboxyterminale Region der 
Proteasen wird durch eine sog. Hemopexindomäne 
gebildet, die die Substratspezifität des Enzyms aber 
auch die Interaktion mit Zelloberflächenrezeptoren 
bestimmt (Will und Hinzmann, 1995; Takino et al., 
1995, Schnierer et al., 1993).  
Enzym Nicht-traditionelles Substrat 
Kollagenasen
MMP-1 Interstitielle Kollagenase pro-MMP2, pro-MMP9, pro-TNFα, 
Perlecan
MMP-8 Neutrophile Kollagenase pro-MMP8
MMP-13 Kollagenase-3 pro-MMP9,13
Gelatinasen
MMP-2 Gelatinase A pro-MMP1, 2, 9, 13, APP, pro-TNFα
MMP-9 Gelatinase B pro-TNFα
Stromelysine
MMP-3 Stromelysin-1 pro-MMP1, 3, 7, 8, 9 und 13, pro-TNFα, 
Perlecan, Plasminogen, E-Cadherin
MMP-10 Stromelysin-2 pro-MMP1, 8, 10 
Membrangebundene MMPs (MT-MMPs)
MMP-14 MT-MMP 1 pro-MMP2, 13, CD 44
MMP-15 MT-MMP 2 pro-MMP2
MMP-16 MT-MMP 3 pro-MMP2
MMP-17 MT-MMP 4 pro-MMP2
MMP-24 MT-MMP 24 pro-MMP2
MMP-25 MT-MMP 25 pro-MMP2 
Tab. 1.4: Proteasen der MMP-Familie und ihre nicht-traditionellen Substrate 
(Johnson et al., 1998 ; Khasigov et al., 2001)  
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Laminin  und Tenascin C (Nagase und Woessner, Jr., 1999; Murphy und 
Gavrilovic, 1999; Khasigov et al., 2001). Darüber hinaus sind Vertreter dieser 
Familie auch an der regulierten Proteolyse von Membranproteinen beteiligt sind.  
Die Tab. 1.4 gibt einen Überblick über bereits identifizierte nicht der EZM 
zugehörige Substrate der Matrixmetalloproteasen (Brinckerhoff und Matrisian, 
2002).  
Die Regulation und Aktivierung der MMPs ist ein komplexer Prozess, der unter 
anderem von endogenen Inhibitoren beeinflusst wird (Murphy et al., 1993; 
O'Connell et al., 1994). Zu den endogenen Inhibitoren der MMPs, die auch die 
Aktivität von einigen Mitgliedern der ADAM-Familie regulieren können, zählen 
neben α2-macroglobulin die von zahlreichen Zellen exprimierten TIMPs 1 - 4 
(tissue inhibitors of metalloproteases) (Nagase und Woessner, Jr., 1999; Murphy 
und Gavrilovic, 1999; Curran und Murray, 1999).  
Ist die Expression oder Aktivierung der MMPs disreguliert, die Balance zwischen 
endogenen Inhibitoren und Protease aus dem Gleichgewicht geraten, führt dies 
zu der Entstehung von Erkrankungen wie der Onkogenese, Arthritis, Periodontitis 
und Arteriosklerose (Johnson et al., 1998).  
1.2.2 Prohormonkonvertasen: Aktivierung von Proteinvorläufern 
Eine Gruppe sekretorischer Proteine, zu denen unter anderem endokrine und 
neurale Peptidhormone, Enzyme, Wachstumsfaktoren und Rezeptoren zählen 
(Tab. 1.5), werden als langlebige inaktive Proteinvorläufer synthetisiert, 
sogenannte Proproteine. Für die Aktivierung dieser Proteine ist eine Abspaltung 
des Propeptids durch regulierte Prozessierung notwendig. Proteinvorläufern ist 
eine Sequenz gemeinsam, die durch einzelne oder Paare von basischen 
Aminosäuren charakterisiert wird. Das Sequenzmotiv (Rehemtulla und Kaufman, 
1992; Van de Ven et al., 1993; Seidah et al., 1994; Rouille et al., 1995), das die 
Prodomäne mit der funktionellen Proteinsequenz eines Proteins verbindet, lässt 
sich zu der allgemeinen Formel  (R/K)-Xn-(R/K)↓ [n = 0, 2, 4 oder 6] 
zusammenfassen. Die Spaltung des Vorläufermoleküls zwischen Prodomäne und 
aktivem Protein erfolgt aminoterminal des Sequenzmotivs. 
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Die den Serinproteasen zugehörigen kalziumabhängigen 
Prohormonkonvertasen 
(PCs) sind verantwortlich 
für die regulierte 
Prozessierung von 
inaktiven 
Vorläufermolekülen 
(Rehemtulla und 
Kaufman, 1992; Van de 
Ven et al., 1993; Seidah 
et al., 1994; Rouille et 
al., 1995; Seidah und 
Chretien, 1999). Die 
Familie der 
Prohormonkonvertasen, deren Mitglieder eine konservierte Domänenstruktur 
aufweisen (Abb. 1.3), umfasst sieben Mitglieder:  PC1 / PC3, PC2, PC4, 
Furin / PACE, PACE4, PC5 / PC6 und PC7 / SPC7 / LPC / PC8 (Marcinkiewicz et 
al., 1996; Seidah und Chretien, 1999).  
Signalpeptid
Prodomäne
Katalytische Domäne
P-Segment
Transmembrandomäne
Zytoplasmatische Domäne
RGD-Sequenz
Cystein-reiche Domäne
Serin/Threonin-reiche Domäne
mPC2
rPC4
mPC1
rPC7
hFurin
rPC5
hPACE4
 Furin
Wachstumsfaktoren: pro-TGFβ
Neurotrophine: pro-NGF, pro-BDNF, pro-NT3
Hormone: pro-PTH
Integrine (α-Ketten): α3, α6
Rezeptoren: Insulin-Rezeptor
Metalloendopeptidasen: Stromelysin 3
 PC1
Prohormone: POMC, Proinsulin, pro-TRH, 
Proglucagon, Prorenin
 PC2
Prohormone: POMC, Proinsulin, Proglucagon, 
pro-LHRH
 PC5-A
Prohormone: pro-MIS
Rezeptoren: pro-Rezeptor Tyrosinkinase µ
Abb. 1.3: Die Mitglieder dieser Familie 
weisen eine einheitliche Domänenstruktur 
auf (Seidah und Chretien, 1997). Das 
Prosegment übernimmt bei der korrekten 
Faltung der Enzyme die Funktion eines 
intramolekularen Chaperones. Nach der 
Abspaltung der Prodomäne, die in der Regel 
im Endoplasmatischen Retikulum erfolgt, ist 
das Segment weiterhin in der Lage als 
kompetitiver Inhibitor zu fungieren und die 
Aktivität des Enzyms zu regulieren. Die als P-
Segment bezeichnete Domäne der 
Prohormonkonvertasen ist ebenso wie das 
Prosegment an der korrekten Faltung der 
Enzyme im Endoplasmatischen Retikulum 
beteiligt (Gluschkanof und Fuller, 1994; Zong 
et al., 1996). Die Mitglieder der 
Prohormonkonvertasefamilie sind in der 
Regel bis auf die in der Membran verankerten 
Prohormonkonvertasen PC7 und PC5B 
lösliche Enzyme. Eine alternative 
Splicevariante der Konvertase PC5B die 
Konvertase PC5A besitzt keine 
Transmembrandomäne und zählt so zu den 
löslichen Vertretern der 
Prohormonkonvertasen (Seidah und 
Chretien, 1997).   
 
Tab. 1.5: Proteinvorläufer, die durch regulierte Prozessierung 
von Mitgliedern der Familie der Prohormonkonvertasen aktiviert 
werden können (Seidah und Chretien, 1997). 
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Die Bedeutung  der Proteasefamilie wurde durch die Analyse von 
Prohormonkonvertase-defizienten Mäusen bekräftigt: Furin- und PC-1 defiziente 
Mäuse sterben im frühen Embryonalalter. Männliche Mäuse, die das Protein PC4 
nicht exprimieren, sind unfruchtbar (Seidah und Chretien, 1999). 
1.3 Bedeutung der regulierten Prozessierung von Proteinen für 
das Zentrale Nervensystem (ZNS) 
Proteasen sind Mitspieler in zahlreichen physiologischen und pathologischen 
Vorgängen des Zentralen Nervensystems.  
Metalloproteasen, zu denen Vertreter der ADAM-Familie (s. 1.2.1.1) und die 
MMPs (s. 1.2.1.2) zählen, greifen in zahlreiche Prozesse des Zentralen 
Nervensystems, wie der Migration von neuronalen Vorläuferzellen, dem 
Neuritenwachstum und der Kommunikation von Zellen untereinander ein (Black 
und White, 1998; Schlondorff und Blobel, 1999; Primakoff und Myles, 2000). Sie 
regulieren den Zelltod und das Zellüberleben, greifen in Prozesse wie die 
Angiogenese und die Zellproliferation ein und sind neben ihrer Beteiligung an 
Heilungsprozessen auch an der Myelinisierung von Axonen beteiligt (Werb und 
Abb. 1.4: Metalloproteasen vermitteln Neuritenwachstum (Yong et al., 2001). 
Metalloproteasen, deren Expression durch Wachstumsfaktoren wie NGF stimuliert werden 
kann, regulieren die Funktion von neurotrophen Faktoren durch die Spaltung von in der EZM 
verankerten aber auch membrangebundenen Wachstumsfaktoren. In der Nähe der 
Wachstumskegel lokalisierte Proteasen ermöglichen das Wachstum von Axonen durch den 
Abbau von Komponenten der EZM, sowie der Spaltung von inhibitorischen Molekülen. 
Durch die Spaltung von Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen ermöglichen Metalloproteasen 
Axonen das Wachstum in die Richtung von attraktiven Proteingradienten, die unter anderem 
durch die Spaltung von Proteinen etabliert werden können.  
 
Axon
Wachstumskegel
EZM
Axonwachstum
Wegfindung
Wachstums-
faktoren
Stimulation der 
Expression von 
MMPs
MMPs setzen in der EZM verankerte Wachstumsfaktoren frei
 Abbau von Barrieren in der EZM
 Spaltung von inhibitorischen Molekülen
 Shedding von attraktiven oder repulsiven Substanzen
 Spaltung von Zell-Zell-, und Zell-Matrixinteraktionen
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Yan, 1998; Oh et al., 1999). Die Abb. 1.4 vermittelt einen Einblick in die von 
Metalloproteasen regulierten Vorgänge bei der Ausbildung und dem gerichteten 
Wachstum von Axonen. 
Auch Serinproteasen sind an Prozessen des Zentralen Nervensystems beteiligt. 
Sie spielen eine wichtige Rolle in der synaptischen Plastizität, die mit aktivitäts-
abhängigen strukturellen Veränderungen von Synapsen gekoppelt ist. Im 
Zentralen Nervensystem gehört der Hippocampus zu den Orten synaptischer 
Veränderungen. Proteine des synaptischen Spaltes wie Cadherine, Laminin, 
Integrin und Proteine der EZM sind in den durch synaptische Plastizität 
charakterisierten Prozess der Langzeitpotenzierung (LTP) involviert. 
Proteolytische Modifikationen dieser Makromoleküle sind ein Bestandteil des 
Regulationssystems der synaptischen Plastizität. Neben Calpainen und 
Neuropsin konnte dem „Plasmin-Plasminogen“-System und Thrombin eine 
Beteiligung an der Regulation der synaptischen Plastizität nachgewiesen werden 
(Yoshida und Shiosaka, 1999; Tomimatsu et al., 2002). Darüber hinaus 
kontrollieren Mitglieder der Prohormonkonvertasefamilie (s. 1.2.2), die 
Neuropeptidkonvertasen PC1 und PC2 die Entstehung von Neuropeptiden und 
Neurohormonen durch die Spaltung von inaktiven Vorläufermolekülen 
(Marcinkiewicz et al., 1996).  
Unter physiologischen Bedingungen werden Proteasen streng reguliert. Ist das 
Gleichgewicht zwischen Inhibitoren und Proteasen gestört, kommt es zu der 
Bluthirnschranke
Leukozyt
MMPs
Zerstörung der  
Bluthirnschranke
MMPs im ZNS
GehirnBlut
Zerstörung von Myelin: Demyelinisierung
Aktivierung  von entzündungsfördernden 
Vorläufermolekülen
zytotoxisch
Veränderung  von Zell-Matrixinteraktionen
Prozessierung von Apoptose  fördernden 
Molekülen
Abb. 1.5: MMP-vermittelte Mechanismen, die zu neuropathologischen Veränderungen 
führen (Yong et al., 2001). Leukozyten exprimieren MMPs, um durch einen Abbau der 
Basalmembran der Bluthirnschranke in das Zentrale Nervensystem eindringen zu können. Die 
Präsenz von MMPs im adulten Nervensystem ist ein Merkmal von Entzündungsprozessen, die 
zu einer Demyelinisierung und zu dem Absterben von neuronalen Zellen und Oligodendrozyten 
führt.  
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Entstehung von neurodegenerativen 
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, 
Multipler Sklerose und malignen 
Gliomen (Yong et al., 2001). Unter 
pathologischen Bedingungen kehren 
sich positive Eigenschaften der 
Proteasen in negative Effekte um. 
Disregulierte Proteasen stellen somit 
eine große Gefahr für das 
Nervensystem dar. Tumorzellen sind 
mit Hilfe von Proteasen in der Lage, zu 
migrieren, durch die Zerstörung der 
Bluthirnschranke in den Blutkreislauf 
einzudringen und zu metastasieren. 
Die Freisetzung von Angiogenese-
fördernden Substanzen garantiert die 
Versorgung der Tumore. Das 
Krankheitsbild der Multiplen Sklerose 
(MS) wird durch Entzündungsprozesse im Zentralen Nervensystem 
charakterisiert. Wie in Abb. 1.5 dargestellt, kommt es bei dem Krankheitsbild der 
MS zu der Auslösung einer Immunantwort, die fatale Folgen für die Integrität des 
Nervensystems hat. Die Proteolyse des amyloid precursor proteins (APP) ist eines 
der am intensivsten untersuchten Beispiele eines reguliert gespaltenen 
Membranproteins, dessen fehlgesteuerte Prozessierung zu der Entstehung der 
neurodegenerativen Erkrankung Morbus Alzheimer führt. Die Beteiligung 
verschiedener Proteasefamilien an der Prozessierung eines einzigen 
Membranproteins, des Proteins APP, ist in der Abb. 1.6 dargestellt.   
α
β
γ
APP
Lumen
Zytoplasma
Presenilin
Aβ
H
H
Q
K
L
V
ADAM17
ADAM10
Abb. 1.6: Das Protein APP wird an drei Stellen 
durch die als α-, β- und γ-Sekretasen 
bezeichneten Enzyme gespalten (Blobel, 
2000). Die α- und β-Sekretase spalten APP in der 
extrazellulären Domäne, wohingegen die γ-
Sekretase APP in der Transmembrandomäne 
spaltet. Das Zusammenspiel der verschiedenen 
Proteasen führt zu der Entstehung 
unterschiedlicher Bruchstücke. Die Spaltung von 
APP durch β- und γ-Sekretasen resultiert in Aβ-
Bruchstücken, die als Hauptkomponente der im 
Gehirn von Alzheimer-Patienten vorkommenden 
amyloiden Plaques nachgewiesen werden 
konnten (Selkoe und Kopan, 2003). Die α-
Sekretase verhindert die Entstehung des 
pathogenen Bruchstückes Aβ, in dem sie 
innerhalb der Sequenz Aβ schneidet (Caporaso et 
al., 1992). Sowohl ADAM17 als auch ADAM10 
sind in der Lage APP an der Schnittstelle α zu 
spalten (Buxbaum et al., 1998).    
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1.4 Neurale Zelladhäsionsmoleküle der Immunglobulin-
Superfamilie (IgSF) 
Sowohl in der Entwicklung als auch im adulten Nervensystem vermitteln neurale 
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) kalziumunabhängige homo- 
und heterophile Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen (Williams und Barclay, 
1988; Brummendorf und Rathjen, 1995; Crossin und Krushel, 2000). Sie  werden 
mit den Integrinen (Reichardt und Tomaselli, 1991; Hynes, 1992), den 
kalziumabhängigen Cadherinen (Kemler et al., 1989; Takeichi, 1991) und 
Molekülen der extrazellulären Matrix (Sanes, 1989; Reichardt und Tomaselli, 
1991) zu der Gruppe der neuralen Zelladhäsionsmoleküle zusammengefasst.   
Moleküle der Immunglobulin-Superfamilie, die größte bisher identifizierte 
Proteinfamilie mit mehr 
als 100 Mitgliedern 
(Williams und Barclay, 
1988), werden durch 
ein gemeinsames 
Strukturmotiv, der 
Immunglobulindomäne  
(Ig-Domäne) 
charakterisiert 
(Abb. 1.7). Ein zweites 
Strukturmotiv, das in 
den meisten, 
obgleich nicht allen 
IgSF-Mitgliedern 
gefunden wurde, ist 
die Fibronektindomäne (Fn-Domäne) (Crossin und Krushel, 2000).  
Abb. 1.7: Schematische Übersicht über die Subfamilien der neuralen 
Zelladhäsionsmoleküle der Ig-Superfamilie (Crossin und Krushel, 
2000). Die Superfamilie wird anhand der Anzahl ihrer Ig- und Fn-
Domänen, sowie der Art der Verankerung des Moleküls in der Membran 
und der Eigenschaft der zytoplasmatischen Domäne, eine enzymatische 
Reaktion durchführen zu können, in verschiedene Untergruppen eingeteilt.  
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1.4.1 Das Zelladhäsionsmolekül NCAM 
Das neural cell adhesion molecule NCAM zählt zu den ersten identifizierten 
Mitgliedern der IgSF (Cunningham et al., 1987). Es ist durch seine Eigenschaft 
Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen vermitteln zu können, in zahlreiche 
Prozesse des Nervensystems, wie die Zellmigration, die Proliferation, das 
Neuritenwachstum, die Axonfaszikulierung und die synaptische Plastizität 
involviert (Doherty et al., 1990; Schachner, 1991; Doherty und Walsh, 1992; Itoh 
et al., 1995; Jorgensen, 1995; Sporns 
et al., 1995; Fields und Itoh, 1996; 
Cremer et al., 1997). 
Das Molekül NCAM besteht aus 5 Ig-
Domänen, gefolgt von 2 Fn-Domänen 
(Cunningham et al., 1987). Die drei 
Hauptisoformen des Moleküls 
entstehen durch „Alternatives 
Spleißen“ der Exons 15 und 18, die 
die Art der Verankerung in der 
Membran und die Größe der 
zytoplasmatischen Domäne 
determinieren: NCAM180, NCAM140 
und NCAM120 (Owens et al., 1987) 
(Abb. 1.8). NCAM120 wird 
ausschließlich von Oligodendrozyten, 
sowie von Astrozyten exprimiert (Bhat und Silberberg, 1988), wohingegen 
NCAM140 und NCAM180 vorwiegend auf der Zelloberfläche von Neuronen zu 
finden sind (Nybroe et al., 1985). 
NCAM wird wie alle anderen Mitglieder der Ig-Superfamilie im sekretorischen 
Weg posttranslationalen Modifikationen unterzogen. Das Molekül ist jedoch 
einzigartig darin, dass es eine große Menge eines negativ geladenen Zuckers, 
der Polysialinsäure (PSA) trägt (Hoffman et al., 1982).  
Abb. 1.8: Die NCAM-Isoformen NCAM120, 
NCAM140 und NCAM180 entstehen durch 
Alternatives Spleißen. NCAM180 und NCAM140 
gehören zu der Klasse der Membranproteine des 
Typs Nr. 1. Das Molekül NCAM180 unterscheidet 
sich von dem Molekül NCAM140 einzig durch eine in 
der intrazellulären Domäne lokalisierten 
Aminosäureabfolge, die von dem Exon 18 codiert 
wird. NCAM120 hingegen ist mit Hilfe eines 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) - Ankers in der 
Membran inseriert (Cunningham et al., 1987).  
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Wie alle Mitglieder der IgSF kann NCAM sowohl homophile als auch heterophile 
Wechselwirkungen eingehen (Abb. 1.9). Die Gruppe der heterophilen Liganden 
des Zelladhäsionsmoleküls NCAM umfasst neben Kollagen (Probstmeier et al., 
1989), Heparansulfatproteoglykane, wie Agrin und 
Chondroitinsulfatproteoglykane, zu denen Neurocan zählt.  
NCAM-defiziente Mäuse zeigen einen unerwartet milden Phänotyp (Cremer et al., 
1994; Cremer et al., 1997). Den stärksten Defekt findet man in dem olfaktorischen 
System der Mäuse. 
Der olfaktorische 
Bulbus ist im 
Vergleich zu dem 
der Wildtyptiere 
stark verkleinert. 
Die Beteiligung von 
NCAM an 
synaptischer 
Plastizität wurde 
durch eine 
verminderte LTP in 
NCAM-defizienten 
Mäusen bestätigt. 
Zusätzlich zu Defiziten im räumlichen Lernen zeigen männliche NCAM-defiziente 
Tiere eine verstärkte Aggressivität und eine leicht verminderte 
Explorationsaktivität (Cremer et al., 1994; Stork et al., 1997).  
1.4.1.1 NCAM: Ein mögliches Substrat für Proteasen? 
NCAM existiert nicht nur als membrangebundenes Protein, sondern bereits 1975 
konnten Jorgensen und Bock ein lösliches NCAM-Fragment aus humaner 
Zerebrospinalflüssigkeit isolieren (Bock und Jorgensen, 1975). Weitere Studien 
folgten, in denen lösliche NCAM-Fragmente mit Molekulargewichten von 
110 kDa - 190 kDa auch in Körperflüssigkeiten wie Fruchtwasser und Serum 
Zelle 1
Zelle 2
NCAM FGF-Rezeptor
PLCγ DAG
PKC
Fyn
FAK
Ras-MAPK-Pathway
Neuritenwachstum
PP
P AA
Spannungsabhängige 
Kalziumkanäle
Ca 2+
Abb. 1.9: Zusätzlich zu seiner Funktion als Ligand nimmt das Molekül 
NCAM die Rolle eines Vermittlers in Signaltransduktionsprozessen ein 
(Williams et al., 1994). Die Interaktion von NCAM mit dem FGF-Rezeptor 
führt zu dessen Aktivierung, die in einer Rekrutierung und Aktivierung der 
Phospholipase C resultiert. Für NCAM-stimuliertes Neuritenwachstum ist nicht 
nur der Signaltransduktionsweg des FGF-Rezeptors, sondern auch die 
Aktivierung der Protein Kinase C und des ras-MAPK-Pathways erforderlich 
(Schmid et al., 2000; Kolkova et al., 2000).   
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(Jorgensen und Norgaard-Pedersen, 1981; Ibsen et al., 1983), in 
Zellkulturüberständen (Rutishauser et al., 1976) und in membranfreien 
Überständen von Gehirnhomogenaten nachgewiesen werden konnten (Gennarini 
et al., 1984; Nybroe et al., 1989). Den größten Anteil der löslichen NCAM-Formen 
nimmt ein Fragment mit einem Molekulargewicht von 110 kDa ein (Nybroe et al., 
1989).  
Der Ursprung der löslichen NCAM-Fragmente und die für ihre Bildung 
verantwortlichen Proteasen sind bisher nur partiell aufgeklärt. Das lösliche 110 
kDa-Fragment NCAM110 kann in vitro durch die Behandlung mit der 
phosphatidylinositol-specific Phospholipase C (PI-PLC) (He et al., 1986; Sadoul et 
al., 1986) oder durch die Inkubation von Membranfraktionen bei 37 °C generiert 
werden. Endo et al. konnten in in vitro-Studien zeigen, dass die 
membranverankerten Isoformen NCAM140 und NCAM180 von der Serinprotease 
Plasmin gespalten werden können (Endo et al., 1998; Endo et al., 1999). 
Allerdings weisen die entstandenen Spaltprodukte ein Molekulargewicht von 
60 kDa und 90 kDa auf. Neben der Vermutung, dass die GPI-verankerte NCAM-
Isoform NCAM 120 durch die Spaltung des GPI-Membranankers unter Beteiligung 
von Phospholipasen von der Membran gelöst wird, scheinen darüber hinaus auch 
Proteasen in die Entstehung löslicher NCAM-Formen involviert zu sein. 
Lösliche NCAM Formen sind an der Modulation der EZM beteiligt (Probstmeier et 
al., 1989; Probstmeier et al., 1992). Substrat-gebundenes NCAM vermittelt 
Zelladhäsion, die durch lösliche NCAM-Formen gestört werden kann (Sadoul et 
al., 1986; Olsen et al., 1993). Lösliche Formen des Moleküls NCAM unterstützen 
die Migration von Schwannschen Zellen (Thomaidou et al., 2001a). Darüber 
hinaus scheinen sie bei der von NCAM regulierten synaptischen Plastizität eine 
Rolle zu spielen. Nach der Stimulation von LTP in Maus-Hippocampi konnten 
lösliche NCAM Fragmente nachgewiesen werden (Fazeli et al., 1994; Hoffman et 
al., 1998; Hoffman, 1998). 
Nicht nur in physiologischen Situationen spielen lösliche NCAM-Formen eine 
Rolle, sie scheinen auch in die Pathogenese von zahlreichen Erkrankungen 
involviert zu sein. Eine lösliche Form des NCAMs ist im Serum von Lungenkrebs-
Patienten nachweisbar (Jaques et al., 1993; Takamatsu et al., 1994). Erhöhte 
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Mengen von löslichen NCAM-Fragmenten sind darüber hinaus in der 
Zerebrospinalflüssigkeit von Schizophrenie-Patienten und Patienten mit 
altersbedingter Demenz gefunden worden (Poltorak et al., 1995).  
1.4.2 Das Zelladhäsionsmolekül L1 
Das Zelladhäsionsmolekül L1, ein transmembranes Glykoprotein mit einem 
Molekulargewicht von 200 kDa wurde zu Beginn der 80er Jahre im Nervensystem 
entdeckt (Salton et al., 1983; Lindner et al., 
1983; Grumet und Edelman, 1984; Rathjen 
und Schachner, 1984) und ist Begründer einer 
Untergruppe der Ig-Superfamilie, der L1-
Familie, die aus vier Mitgliedern besteht: L1, 
NrCAM (neuron-glia cell adhesion molecule 
related cell adhesion molecule), Neurofascin, 
CHL1 (close homologue of L1) und Neuroglian 
(Abb. 1.10).  
Das Molekül L1 wurde im Zentralen 
Nervensystem auf einer Gruppe von sich 
entwickelnden Neuronen, aber auch auf 
Axonen zahlreicher Nervenzellen des adulten 
Nervensystems nachgewiesen. Im peripheren 
Nervensystem wird L1 darüber hinaus von 
Schwannschen Zellen exprimiert (Seilheimer 
und Schachner, 1988; Martini et al., 1994).  
Mutationen in dem für das Molekül L1 kodierenden Gen führen zu einer 
x-chromosomal rezessiv vererbbaren neurologischen Erkrankung, dem CRASH-
Syndrom. Die Abkürzung CRASH steht für corpus callosum hypoplasia, mental 
retardation, adducted thumbs, spasticity paraplegia and hydrocephalus und fasst 
die für diese Erbkrankheit charakteristischen Symptome zusammen (Fransen et 
al., 1995). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden mehr als 100 verschiedene 
pathogene Mutationen in dem L1-Gen identifiziert. Von der Krankheit betroffene 
COOH
NH2
Ig-Domänen
Fn-Domänen
Abb. 1.10: Schematische Darstellung 
des neuralen Zelladhäsionsmoleküls 
L1. Mitglieder der L1-Familie besitzen 
sechs Ig-artige Domänen und mindestens 
vier Fibronketindomänen, verbunden mit 
einer Transmembrandomäne und gefolgt 
von einer phylogenetisch stark 
konservierten zytoplasmatischen Domäne. 
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Patienten zeigen ein sehr komplexes Krankheitsbild, neben dem oftmals 
auftretenden Hydrocephalus und geistiger Unterentwicklung können als weitere 
Symptome eine Paraplegie der unteren Extremitäten, möglicherweise als Folge 
einer Hypoplasie des kortikospinalen Traktes, eine Hypoplasie des Corpus 
Callosum und / oder angewinkelte Daumen angeführt werden. Charakteristisch für 
das Krankheitsbild des CRASH-Syndroms ist ein sehr variabler Phänotyp, so 
kann selbst auch in betroffenen Familien die Schwere der Krankheit variieren. 
Eine Genotyp-Phänotyp-Relation scheint zu fehlen. Um ein Tiermodell für das 
CRASH-Syndrom zu etablieren, wurden Maus-Mutanten mit einer Mutation in dem 
L1-Gen hergestellt. L1-defiziente Mäuse zeigen ähnliche Defekte, die auch bei 
Patienten festgestellt wurden, die von der Erkrankung des CRASH-Syndroms 
betroffen sind (Tab. 1.6).  
L1 ist in zahlreiche Prozesse des sich entwickelnden und adulten Nervensystems 
involviert, wie der Zellmigration (Lindner et al., 1983; Asou et al., 1992), dem 
Axonwachstum (Fischer et al., 1986; Lagenaur und Lemmon, 1987), der 
Axonfaszikulierung (Chang et al., 1987; Kunz et al., 1996), der Synaptogenese 
und  der Myelinisierung von Neuronen (Wood et al., 1990). Darüber hinaus greift 
es in Prozesse wie die Regeneration von Nervenzellen (Martini und Schachner, 
1988) und das Zellüberleben ein. L1 wird auch eine Rolle bei Lern- und 
Gedächtnisleistungen zugeschrieben (Rose, 1995; Luthi et al., 1996).  
Tab. 1.6: Die L1-defiziente Maus - Ein Tiermodell für das CRASH-Syndrom 
 
Phänotyp der L1-defizienten Maus (Dahme et al., 1997; Cohen et al., 1998): 
 verringerte Lebensspanne (in Abhängigkeit des genetischen Hintergrundes der Mäuse) 
 lokomotorische Defizite 
 gestörtes räumliches Lernvermögen (Fransen et al., 1998)  
Morphologische Defekte im Nervensystem von L1-Mutanten (Dahme et al., 1997): 
 Signifikante Erweiterung der Ventrikel (in Abhängigkeit des genetischen Hintergrundes der Mäuse) 
 Hypoplasie des kortikospinalen Traktes und des Corpus Callosum 
 Hypoplasie des Vermis Cerebelli 
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Die Funktionen von L1 scheinen vor allem durch homophile und heterophile 
Interaktionen vermittelt zu werden (Abb. 1.11). Zu den Bindungspartnern des L1-
Moleküls zählen verschiedene Formen der Integrine (Ruppert et al., 1995; Ebeling 
et al., 1996), sowie Komponenten der EZM wie Laminin und zahlreiche 
Proteoglykane, wie Neurocan und Phosphacan (Friedlander et al., 1994; 
Brummendorf und Rathjen, 1996; Kadmon und Altevogt, 1997; Kamiguchi und 
Lemmon, 1997). Weiterhin interagiert das L1-Molekül mit Liganden wie Contactin 
(F3/F11) (Brummendorf et al., 1993), DM1-GRASP (DeBernardo und Chang, 
1996), und TAG-1(Axonin-1) (Kuhn et al., 1991; Kunz et al., 1996). Interaktionen 
mit L1 konnten auch für die Moleküle NCAM (Kadmon et al., 1990), CD9 (Schmidt 
et al., 1996) sowie für CD24 (Nectadrin) (Kadmon et al., 1995; Sammar et al., 
1997) nachgewiesen werden. 
1.4.3 Das Zelladhäsionsmolekül L1 und seine Spaltprodukte 
Neben der membrangebundenen 200 kDa Form L1-200 konnten weitere L1-
Formen detektiert werden, die durch die regulierte Prozessierung der 
Neuritenwachstum
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Abb. 1.11: L1 ist nicht nur ein adhäsives Molekül, sondern auch ein signaltransduzierender 
Rezeptor (Kenwrick et al., 2000). Die homophile Interaktion zweier L1-Moleküle in trans initiiert L1-
abhängiges Neuritenwachstum durch die Aktivierung von FGF-Rezeptoren (Doherty und Walsh, 1996; 
Saffell et al., 1997; Brittis et al., 1996). Darüber hinaus interagiert die zytoplasmatische Domäne mit dem 
Zytoskelett und unterstützt so Vorgänge wie die Zelladhäsion, die essentiell für die Faszikulierung von 
Axonen und das Neuritenwachstum sind (Dahlin-Huppe et al., 1997). Die Interaktion mit dem Zytoskelett 
wird über eine Ankyrin-Bindungsdomäne in der zytoplasmatischen Domäne vermittelt (Davis und Bennett, 
1994). Weiterhin konnte für L1 eine Interaktion mit Aktin- und Myosin-stress fibers nachgewiesen werden. 
Die zytoplasmatische Domäne kann durch verschiedene Kinasen: casein kinase II, p90rsk (Wong et al., 
1996) und Eph kinase Cek5 (Zisch et al., 1997) phosphoryliert werden.  
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extrazellulären Domäne des Moleküls entstehen (Richter-Landsberg et al., 1984; 
Montgomery et al., 1996). Einen Überblick über die durch Proteolyse 
entstehenden, nach ihrem Molekulargewicht benannten, löslichen L1-Fragmente 
gibt Abb. 1.12. 
Lösliche Formen des L1 Moleküls konnten in den Überständen von 
Gehirnhomogenaten der Maus (Rathjen und Schachner, 1984; Faissner et al., 
1985; Sadoul et al., 1988), der Ratte (Liljelund et al., 1994) und des humanen 
Kleinhirns (Wolff et al., 1988) nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurden 
lösliche L1-Fragmente in Zellkulturüberständen von humanen und murinen 
Tumorzelllinien detektiert (Montgomery et al., 1996; Beer et al., 1999; Gutwein et 
al., 2000). Eine Disregulation der Spaltung des Zelladhäsionsmoleküls scheint in 
die Pathogenese zahlreicher Erkrankungen involviert zu sein. So wurden nicht nur 
im Serum von an Ovar- oder Uteruskarzinomen, an Nierentumoren (Meli et al., 
1999) und an Neuroblastomen (Hoefnagel et al., 2001) erkrankten Patienten, 
sondern auch in der Zerebrospinalflüssigkeit von Alzheimer-Patienten (Nybroe et 
al., 1989) erhöhte Mengen löslicher L1-Fragmente gefunden.  
Die durch die Spaltung in der dritten Fibronektindomäne (Moos et al., 1988) 
entstehenden 140 kDa- und 80 kDa-Fragmente können in vitro durch Plasmin 
(Silletti et al., 2000) oder Trypsin (Sadoul et al., 1988) generiert werden. Die dritte 
Fibronektindomäne des L1-Moleküls besitzt zwei RGD-unabhängige Integrin-
Bindungsmotive, die in der Vermittlung der homophilen Interaktion (Holm et al., 
Abb. 1.12: Lösliche Fragmente des 
Moleküls L1 entstehen durch die 
regulierte Proteolyse der 
extrazellulären Domäne. Die 
Spaltung in der dritten 
Fibronektindomäne führt zu der 
Entstehung eines löslichen 140 kDa-
Fragmentes (L1-140) und eines 
membrangebundenen 80 kDa-
Fragmentes (L1-80). Eine weitere 
Spaltstelle ist in der Nähe der 
Transmembrandomäne lokalisiert. 
Durch die Spaltung des 200 kDa 
Moleküls (L1-200) und des 80 kDa-
Fragmentes in der Nähe des 
Membranankers werden zwei weitere 
lösliche Fragmente mit einem 
Molekulargewicht von 180 kDa und 50 
kDa (L1-50), sowie ein 
membranständiges 30 kDa-Fragment 
(L1-30) generiert.  
 
140 kDa
80 kDa
180 kDa
30 kDa
50 kDa
30 kDaCOOH
NH2
200 kDa
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1995), dem Neuritenwachstum (Stallcup, 2000) und der Multimerisierung von L1 
(Nayeem et al., 1999; Silletti et al., 2000) eine Rolle spielen. Die Spaltung dieser 
Domäne mittels Plasmin führt zu einer Reduktion der Multimerisierung und der 
RGD-unabhängigen Integrin-Bindung (Nayeem et al., 1999; Silletti et al., 2000). 
Die Fragmente L1-180 und L1-50 entstehen durch die Spaltung des 
membrangebundenen L1-Moleküls in der Nähe des Membranankers. Für die 
Spaltung der extrazellulären Domäne scheint eine Metalloprotease, vermutlich ein 
Mitglied der ADAM-Familie (s. 1.2.1.1) (Beer et al., 1999; Gutwein et al., 2000) 
verantwortlich zu sein. Die Spaltung der extrazellulären Domäne von L1 
unterstützt die L1-vermittelte Zellmigration (Gutwein et al., 2000).  
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1.5 Aufgabenstellung 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, den Mechanismus der Enstehung löslicher 
Fragmente der Zelladhäsionsmoleküle L1 und NCAM weiter aufzuschlüsseln, ihre 
Bedeutung für physiologische Prozesse des Zentralen Nervensystems zu 
untersuchen und anhand der Ergebnisse das Gesamtbild der Funktion der 
Moleküle L1 und NCAM für die Entwicklung des Nervensystems und darüber 
hinaus auch im adulten Organismus zu vervollständigen. 
 
Zur Beantwortung der Fragestellung wurden folgende Arbeitsschritte geplant: 
 
1. Identifizierung der für die Entstehung löslicher Fragmente der 
Zelladhäsionsmoleküle L1 und NCAM verantwortliche Protease  
2. Analyse der für die Freisetzung löslicher L1- und NCAM-Fragmente 
zugrunde liegenden Regulationsmechanismen 
3. Untersuchung des Einflusses regulierter Prozessierung der Moleküle L1 
und NCAM für das von ihnen vermittelte Neuritenwachstum 
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2 Material 
2.1 Chemikalien 
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Grundchemikalien in analysenreiner 
Qualität (p.a.) von folgenden Herstellern bezogen: 
 
• Invitrogen (Karlsruhe) 
• Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe) 
• Merck (Darmstadt) 
• Serva (Heidelberg) 
• Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
 
Alle verwendeten Lösungen wurden mit sterilem, deionisiertem Wasser angesetzt. 
2.2 Zelllinien 
Die folgende Tabelle (Tab. 2.1) liefert einen Überblick über die verwendeten 
Zelllinien und deren Eigenschaften. 
 
Tab. 2.1: Verwendete Zelllinien und ihre Eigenschaften 
Zelllinie Herkunft Referenz 
“chinese hamster ovary” (CHO) Dehydrofolatreduktase - defiziente 
Hamsterzelllinie 
ATCC CRL-9096 
(Stanley und Siminovitch, 
1977) 
Neuroblastoma 2a (Neuro 2a) Maus Neuroblastoma - Zelllinie, etabliert von 
einem spontanen Tumor eines Albino A 
Mäusestammes 
-/- 
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2.3 Kultivierung und Langzeitlagerung von Zellen 
Für die Kultivierung und Langzeitlagerung der „chinese hamster ovary“ (CHO)-
Zelllinie wurde „Glasgow´s Minimal Essential Medium“ [GME-Medium (PAA 
Laboratories, Cölbe)] verwendet. Dem Basalmedium GMEM wurden die der 
Tab. 2.2 zu entnehmenden Zusätze hinzugefügt.  
 
Tab. 2.2: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der CHO-Zelllinie 
Zusatz Konzentration Herkunft 
„Glasgow´s Minimal Essential (GME)“-Medium 1 x PAA Laboratories (Cölbe) 
Fötales Kälberserum (hitzeinaktiviert)  10 % (v/v) PAA Laboratories (Cölbe) 
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM  PAA Laboratories (Cölbe) 
L-Glutamin (200 mM) 2 mM Invitrogen (Karlsruhe) 
Penicillin (10.000 Units/ml) / Streptomycin (10 mg/ml) (100 x) 1 x Invitrogen (Karlsruhe) 
„non essential aminoacids“ (100 x) 1 x Invitrogen (Karlsruhe) 
Glutamat / Aspartat (100 x) 1 x Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen) 
Nucleoside (50 x) 1 x Invitrogen (Karlsruhe) 
 
Für die Kultivierung und Langzeitlagerung der „Neuroblastoma 2a“ (Neuro 2a)-
Zelllinie wurde „Dulbecco´s Modified Eagle Medium“ [DME-Medium (PAA 
Laboratories, Cölbe) verwendet. Das Basalmedium wurde durch die der Tab. 2.3 
zu entnehmenden Zusätze supplementiert. 
  
Tab. 2.3: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der Neuro 2a-Zelllinie 
Zusatz Konzentration Herkunft 
„Dulbecco´s Modified Eagle (DME)“-Medium  
(hoher Glucosegehalt 4,5 g/l) 
1 x PAA Laboratories (Cölbe) 
Fötales Kälberserum (hitzeinaktiviert)  10 % (v/v) PAA Laboratories (Cölbe) 
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM  PAA Laboratories (Cölbe) 
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Zusatz Konzentration Herkunft 
L-Glutamin (200 mM) 2 mM Invitrogen (Karlsruhe) 
Penicillin (10.000 Units/ml) / Streptomycin (10 mg/ml) (100 x) 1 x  Invitrogen (Karlsruhe) 
2.3.1 Kultivierung 
Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C, einem 
CO2-Gehalt von 5 % und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 %.  
Die für die Kultivierung der Zelllinien verwendeten Kulturflaschen mit einer Größe 
von 75 cm2 wurden von der Firma Nunc (Wiesbaden) bezogen. 
Die Passage der Zellen wurde bei 80 - 90 %iger Konfluenz der Zellen 
durchgeführt. Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit 
„Hank´s gepufferter Salz-Lösung (HBSS)“ (PAA Laboratories, Cölbe) gewaschen. 
Das Ablösen der Zellen von dem Boden der Kulturflaschen erfolgte bei 
Raumtemperatur (RT) durch die 2 - 5-minütige Inkubation der Zellen mit Versen 
(1:5000, Invitrogen, Karlsruhe). Den abgelösten Zellen wurde Kulturmedium 
(s. 2.3) hinzugefügt und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
vereinzelt. Die in der Zellsuspension enthaltenen Zellen wurden durch 
Zentrifugation für 8 min bei 200 x g und RT sedimentiert. Nach Abnahme des 
Überstandes wurden die Zellen in Kulturmedium (s. 2.3) resuspendiert und in dem 
Verhältnis 1:3 ausgesät.  
2.3.2 Langzeitlagerung 
Für die Lagerung der Zellen über einen längeren Zeitraum wurden die Zellen 
einer konfluenten Kulturflasche wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben mit HBSS 
gewaschen, durch Inkubation mit Versen vom Boden der Kulturflasche abgelöst 
und durch Zentrifugation sedimentiert. Im Anschluss an den Zentrifugationsschritt 
wurde der Überstand abgenommen und die Zellen in 10 % DMSO-haltigem 
Kulturmedium (s. 2.3) aufgenommen. Aliquots der einzufrierenden Zellen wurden 
in speziellen Einfrierbehältern langsam auf eine Temperatur von -80 °C 
heruntergekühlt. 
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Die Lagerung der Zellen erfolgte bei -80 °C bzw. in flüssigem Stickstoff. 
Das Auftauen der eingefrorenen Zellen wurde bei 37 °C im Wasserbad 
durchgeführt.  
2.4 E. coli-Stämme 
Die folgende Tabelle (Tab. 2.4) liefert einen Überblick über die verwendeten 
E. coli-Stämme und deren Eigenschaften.  
 
Tab. 2.4: Verwendete E. coli-Stämme und ihre Eigenschaften 
Stamm Genotyp und relevanter Phänotyp Herkunft / Referenz 
E. coli DH5α SupE44 ∆lac169 (φ80 lacZ ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
relA1 
Clontech (Heidelberg) 
 
2.5 Stammhaltung und Kultivierung von E. coli 
Für die Stammhaltung und Kultivierung wurde LB-Medium (s. 2.11) verwendet. 
Rekombinante E. coli-Stämme wurden in LB-Medium (s. 2.11) kultiviert, das mit 
den entsprechenden Antibiotika versetzt wurde. 
2.5.1 Stammhaltung 
Für die Stammhaltung von E. coli über einen längeren Zeitraum wurden Glycerin-
Stocks angelegt. Zur Herstellung von Glycerin-Stocks wurde eine sich in der 
stationären Phase befindliche Übernachtkultur im Verhältnis 1:1 mit Glycerin 
[80 % (w/v)] gemischt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 
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2.5.2 Kultivierung 
Zum Beimpfen von Flüssigkulturen wurden unter anderem auch Stammkulturen 
auf LB-Agar (s. 2.11), der im Fall rekombinanter Stämme mit den entsprechenden 
Antibiotika versetzt wurde, angelegt. Diese wurden über Nacht (ü.N.) bei 37 °C 
inkubiert und bei 4 °C bis zu 8 Wochen gelagert. 
Für die Anzucht von 2,5 - 10 ml Flüssigkulturen wurden Einzelkolonien von 
Agarplatten in Flüssigkulturen überimpft, die im Fall von rekombinanten 
E. coli-Stämmen mit den entsprechenden Antibiotika versetzt wurden. Die 
Inkubation der angeimpften Flüssigkulturen erfolgte, sofern nicht anders 
angegeben, bei 37 °C und 225 rpm ü.N. in einem Schüttelinkubator. 
2.6 Plasmide 
Die den Expressionskonstrukten (s. 2.7) zugrunde liegenden Plasmide und ihre 
Eigenschaften sind der Tab. 2.5 zu entnehmen. Die Plasmidkarten der 
entsprechenden Plasmide sind im Anhang angefügt. 
 
Tab. 2.5: Verwendete Plasmide und ihre Charakteristika 
Plasmide Charakteristika Herkunft/ Referenz 
pcDNA3 (5400 bp)  CMV-Promotor; f1-origin; Ampicillinresistenz-Gen; 
Neomycinresistenz-Gen; SV40-Promotor; ColE1 origin, 
BGH pA 
Invitrogen (Karlsruhe)  
pRc/CMV (5500 bp)  CMV-Promotor; f1-origin; Ampicillinresistenz-Gen; 
Neomycinresistenz-Gen; SV40-Promotor; ColE1 origin, 
BGH pA 
Invitrogen (Karlsruhe)  
 
2.7 Expressionskonstrukte 
Die in den Transfektionsexperimenten verwendeten Expressionskonstrukte und 
ihre Eigenschaften sind der Tab. 2.6 zu entnehmen. 
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Tab. 2.6: Verwendete Expressionskonstrukte und ihre Charakteristika 
*Verlust der EcoRV-Schnittstelle durch Konstruktion 
Das pcDNA3-E-GFP-Expressionskonstrukt wurde von der Firma Clontech 
(Heidelberg) bezogen. 
Insert Spezies Plasmid Größe des 
Inserts 
Klonierungs-
stelle (5´) 
Klonierungs-
stelle (3`) 
E-GFP  
(enhanced green fluorescent 
protein) 
- pcDNA3 - - - 
Furin Mensch pcDNA3 2500 bp EcoRI EcoRV* 
NCAM120  
(neural cell adhesion molecule 120) 
Maus pcDNA3 2200 bp EcoRI EcoRI 
NCAM140  
(neural cell adhesion molecule 140) 
Ratte pcDNA3 2600 bp ApaI EcoRI 
NCAM180  
(neural cell adhesion molecule 180) 
Ratte pcDNA3 3400 bp EcoRI EhI 
PC1  
(prohormon-convertase 1) 
Maus pRc/CMV 2500 bp blunt blunt 
PC2 
(prohormon-convertase 2)  
Maus pRc/CMV 2000 bp blunt blunt 
PC5A  
(prohormon-convertase 5A) 
Maus pRc/CMV 2800 bp HindIII XbaI 
PC7 
(prohormon-convertase 7) 
Ratte pRc/CMV 3500 bp HindIII XbaI 
PACE4 
(paired basic amino acid cleaving 
system 4) 
Mensch pcDNA3 2900 bp BamHI EcoRI 
TACE  
(TNF-α converting enzyme) 
Maus pcDNA3 2500 bp ? ? 
dTACE  
(deficient TACE) 
Maus pcDNA3 1100 bp BamHI EcoRI 
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Die Expressionskonstrukte pRc/CMV-PC1, pRc/CMV-PC2, pRc/CMV-PC4, 
pRc/CMV-PC5A, pcDNA3-PACE4 sowie das Expressionskonstrukt pcDNA3-Furin 
wurden freundlicherweise von Dr. N. G. Seidah (Clinical Research Institute of 
Montreal, Québéc, Kanada) zur Verfügung gestellt.  
Das pcDNA3-NCAM120-Konstrukt wurde durch Ausschneiden der 
NCAM120-DNS aus pMV7-N1 (erhalten von Dr. E. Bock, University of 
Copenhagen, Dänemark) mit EcoRI und anschließender Ligation in den EcoRI-
linearisierten pcDNA3-Vektor hergestellt. 
Die Expressionskonstrukte pcDNA3-NCAM140 und pcDNA3-NCAM180 wurden 
mit freundlicher Unterstützung von Dr. P. Maness (University of South Carolina, 
USA) und das pcDNA3-TACE-Konstrukt von Dr. A. Pandiella (Universidad de 
Salamanca, Salamanca, Spanien) zur Verfügung gestellt.  
Das pcDNA3-dTACE-Konstrukt kodiert für eine Protease-defiziente Form des 
TNF-α converting enzyme (TACE). Die dominant-negative Form von TACE enthält 
kodierende Regionen für die Disintegrin- und EGF-ähnliche Domäne, gefolgt von 
einer Transmembrandomäne, der sich die zytoplasmatische Region des Proteins 
TACE anschließt. Ein Vergleich der von den Konstrukten pcDNA3-TACE und 
pcDNA3-dTACE exprimierten Proteine ist der Abb. 2.1 zu entnehmen. Die 
Konstruktion des pcDNA3-dTACE-Expressionskonstruktes wurde von 
Dr. U. Bohrmann am Institut für Biosynthese Neuraler Strukturen, ZMNH, 
Universität Hamburg durchgeführt. 
Abb. 2.1: Vergleich der von den Konstrukten 
pcDNA3-TACE und pcDNA3-dTACE 
exprimierten Proteine 
Region
Signalpeptid
Pro
Katalytische Domäne
- Bindungsdomäne
Disintegrin
EGF-ähnliche Region
Transmembrandomäne
dTACE
TACE
Zytoplasmatische
domäne
Zink
domäne
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2.8 Antibiotika 
Eine Übersicht über die verwendeten Antibiotika gibt die Tab. 2.7. Die Antibiotika 
wurden vor Gebrauch den Nährmedien aus sterilfiltrierten Stammlösungen 
zugesetzt. Zur Herstellung von Agarplatten wurden die Antibiotika dem Medium 
nach dem Autoklavieren bei einer Temperatur von 40 °C hinzugefügt. 
 
Tab. 2.7: Verwendete Antibiotika 
Antibiotikum Endkonzentration Herkunft 
Ampicillin 100 µg/ml Roche Diagnostics (Mannheim) 
 
2.9 Antikörper 
2.9.1 Primärantikörper 
Die Tab. 2.8 gibt eine Übersicht über die verwendeten Primärantikörper und ihre 
Charakteristika. 
 
Tab. 2.8: Verwendete Primärantikörper und ihre Charakteristika 
Bezeichnung Spezies Epitop Verdünnung 
ELISA 
(s. 3.1.13) 
Verdünnung 
Immunoblot-
Analyse (s. 3.1.3) 
L1 Kaninchen extrazelluläre Domäne von L1-Fc - 1:4000 
L1 555 
(Appel et al., 
1995) 
Ratte extrazelluläre Domäne von L1, 
Aminosäuresequenz zwischen der 
2. und 3. Fibronektindomäne 
- 1:1000 
L1 2c2 Maus intrazelluläre Domäne von L1 und 
CHL-1 (close homologue of L1) 
- 1:2000 
NCAM 2B2 Kaninchen extrazelluläre Domäne von NCAM - 1:5000 
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Bezeichnung Spezies Epitop Verdünnung 
ELISA 
(s. 3.1.13) 
Verdünnung 
Immunoblot-
Analyse (s. 3.1.3) 
NCAM 5B8 Maus intrazelluläre Domäne von 
NCAM 140 und NCAM 180 
1:1000 - 
NCAM D3 Maus intrazelluläre Domäne von 
NCAM 180 (Exon 18) 
1:500 1:1000 
TACE  Kaninchen extrazelluläre Domäne von TACE 
(TNFα converting enzyme) 
- 1:2000 
GAPDH Maus Glyceraldehyd-3-Phosphat 
Dehydrogenase 
- 1:2000 
PSA  Maus Polysialinsäure  - 1:2000 
 
Der anti-L1-Antikörper 2c2 wurde mit freundlicher Unterstützung von 
Dr. M. Grumet (Rutgers State University of New Jersey, Piscataway, USA) zur 
Verfügung gestellt.  
Der anti-TACE-Antikörper wurde freundlicherweise von Dr. S. J. Frank (University 
of Alabama at Birmingham, Birmingham, USA) zur Verfügung gestellt. 
Der Antikörper gerichtet gegen GAPDH wurde von Chemicon (Hofheim), der anti-
NCAM-Antikörper 5B8 von Developmental Studies Hybridoma Bank (University of 
Iowa / Biological Sciences, Iowa City, USA) bezogen.  
2.9.2 Sekundärantikörper 
Die für die Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) und für ELISA-Experimente (s. 3.1.13) 
verwendeten Sekundärantikörper wurden von Dianova (Hamburg) bezogen.  
Die eingesetzten Antikörper waren mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) 
gekoppelt und wurden in der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) in einer Verdünnung 
von 1:10000 und im ELISA (s. 3.1.13) in einer Verdünnung von 1:5000 eingesetzt. 
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2.10 Inhibitoren 
Die in den Experimenten verwendeten Inhibitoren und ihre Eigenschaften sind der 
Tab. 2.9 zu entnehmen. 
 
Tab. 2.9: Verwendete Inhibitoren 
Name  Endkonzentration Herkunft 
1,10-o-Phenanthrolin 200 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Aprotinin 1 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
CGS 9343 B 10 - 20 µM Novartis Consumer Health (Nyon, Schweiz) 
Colchicin 1 - 5 µM Calbiochem (Bad Soden) 
“Complete - EDTA free” 1 Tablette / 50 ml Roche Diagnostics (Mannheim) 
Cytochalasin D 1 µM Calbiochem (Bad Soden) 
DAPT 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
GM 6001 10 - 20 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Jasplakinolid 1 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Latrunculin B 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Leupeptin 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
MG-132 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Pepstatin 1 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
 
2.11 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
Homogenisierungspuffer  1mM CaCl2 
      1 mM MgCl2 
      50 mM Tris, pH 7,5 
  0,32 M Saccharose 
LB-Medium  10 g Bacto-Trypton  
5 g Hefeextrakt  
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      10 g NaCl 
ad 1 l mit dH2O 
pH 7,5 
LB-Agar  Zusammensetzung s. LB-Medium, 
zusätzlich 1 % (w/v) Agar  
Probenpuffer für PAGE   100 mM Tris/HCl, pH 6,8 
(4 x Laemmli-Puffer)   4 % (w/v) SDS 
20 % Glycerol 
      0,0005 % (w/v) Bromphenolblau 
+ 4 % (w/v) DTT    
PBS      8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,15 g Na2HPO4 
0,2 g KH2PO4  
ad 1 l mit dH2O 
pH 7,3 
TE-Puffer     100 mM Tris/HCl, pH 7,5 
      10 mM EDTA 
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3 Methoden 
3.1 Biochemische Methoden 
3.1.1 Eindimensionale SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) 
  (Laemmli, 1970) 
 
Lösungen: 
(1) APS    10 % (w/v) APS in dH2O  
(2) Sammelgelpuffer  1 M Tris/HCl, pH 6,8 
(3) Trenngelpuffer   2 M Tris/HCl, pH 8,8 
(4) SDS    20 % (w/v) in dH2O 
(5) 1 x SDS-Laufpuffer  3 g Tris/HCl 
14,4 g Glycin 
1 g SDS 
ad 1 l mit dH2O 
 
Durchführung: 
Proteine wurden zur Analyse ihres Molekulargewichtes eindimensional in 
reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelen unter Verwendung von Mini-Protean III 
Elektrophoresekammern (BioRad, München) nach Angaben des Herstellers 
elektrophoretisch aufgetrennt. Für die Durchführung der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophoresen wurden Gele von 1 mm Dicke mit einer Laufstrecke von 
0,5 cm im Sammelgel und 5 cm im Trenngel verwendet.  
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Die Zusammensetzungen der Trenngele und des Sammelgels sind der Tab. 3.1 
zu entnehmen. Es wurden 7,5 %ige und 12,5 %ige Gele verwendet. 
 
Tab. 3.1: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngellösungen 
 
Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit Probenpuffer (6) versetzt, bei 
95 °C für 5 min erhitzt und kurz zentrifugiert. Als Größenvergleich wurde 
zusätzlich ein Proteinmarker [BenchMarkTM Pre-stained Protein Ladder (Gibco 
BRL Life Technologies, Karlsruhe)] aufgetragen.  
Die Elektrophorese wurde für das Sammelgel bei 80 V durchgeführt. Beim 
Übergang der Lauffront in das Trenngel wurde die Spannung auf 130 V erhöht. 
Nach elektrophoretischer Auftrennung können Proteine unspezifisch und direkt 
auf dem Gel angefärbt [Coomassie- oder Silberfärbung (s. 3.1.2)] oder mit Hilfe 
der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) spezifisch über einen Antikörper nachgewiesen 
werden.  
 Sammelgel; 5 % Trenngel; 7,5 % Trenngel; 12,5 % 
30% PAA [30 % Acrylamid / Bisacrylamid 
(37,5:1)] 
0,83 ml 2 ml 3,335 ml 
1M Tris/HCl, pH 6,8 0,625 ml - - 
2M Tris/HCl, pH 8,8 - 1,49 ml 1,49 ml 
20 % SDS 25 µl 40 µl 40 µl 
dH2O 3,425 ml 4,45 ml 3,1 ml 
TEMED 5 µl 4 µl 4 µl 
APS 40 µl 24 µl 24 µl 
Gesamtvolumen 5 ml 8 ml 8 ml 
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3.1.2 Silberfärbung  
  (Heukeshoven und Dernick, 1988) 
 
Lösungen: 
(1) Fixierungslösung 300 ml Ethanol 
    100 ml Essigsäure 
    ad 1l dH2O 
(2) Inkubationslösung 75 ml Ethanol 
    17 g NaAc 
    1,25 ml Glutaraldehyd (25% w/v) 
    0,5 g Na2S2O3 x 5 H2O 
    ad 250 ml dH2O 
(3) Silberlösung  0,5 g AgNO3 
    
50 µl Formaldehyd (37 % w/v) 
    ad 250 ml dH2O 
(4) Entwicklungslösung 7,5 g Na2CO3 
    30 µl Formaldehyd (37 % w/v) 
    ad 300 ml dH2O, pH > 11,5 
(5) Stop-Lösung  2,5 g Glycin 
    ad 250 ml dH2O 
 
Durchführung:  
Nach beendeter Gelelektrophorese wurde das Gel für mind. 30 min in der 
Fixierungslösung (1) und im Anschluss für 30 min oder ü.N. in der 
Inkubationslösung (2) inkubiert. Daraufhin wurde das Gel für jeweils 5 min dreimal 
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mit Wasser gewaschen und eine Inkubation mit der Silberlösung (3) für einen 
Zeitraum von 20 min angeschlossen. Nach einem kurzen Waschschritt mit 
Wasser wurden die in dem Gel aufgetrennten Proteine mit Hilfe der 
Entwicklungslösung (4) sichtbar gemacht. Die Entwicklungszeit beträgt in der 
Regel 3 - 7 min. Die Reaktion wurde durch den Austausch der 
Entwicklungslösung (4) gegen die Stop-Lösung (5) beendet. 
Zur Langzeitlagerung wurde das Gel im Anschluß an die Silberfärbung 
getrocknet. 
3.1.3 Immunoblot-Analyse 
(Towbin et al., 1979; Burnette, 1981) 
3.1.3.1 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-
Membranen 
(Towbin et al., 1979) 
 
Lösungen: 
(1) Blotpuffer    3 g Tris/HCl 
     14,4 g Glycin 
     ad 1 l mit dH2O 
(2) PBST    PBS (s. 2.11) + 0,1 % TWEEN 20 
(3) 4 % Blockierungsreagenz 4 % Magermilchpulver in PBST (2) 
  
Durchführung:  
Bei der Immunoblot-Analyse werden Proteine durch SDS-Gelelektrophorese 
(s. 3.1.1) aufgetrennt und anschließend vom SDS-Gel auf eine Membran 
(Nitrocellulose bzw. PVDF) transferiert.  
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Für den elektrophoretischen Transfer der Proteine von SDS-Gelen auf 
Nitrocellulose-Membranen (Protan® Nitrocellulosemembran, Schleicher & Schuell, 
Daßel) wurden MINI TRANSBLOT-Apparaturen von BioRad (München) 
verwendet. Das Transfer-Sandwich, bestehend aus drei Whatman-Filtern 
(Whatman BIOMETRA, Göttingen), dem SDS-Gel, der Nitrocellulose-Membran 
und wiederum drei Whatman-Filtern wurde nach Angaben des Herstellers in die 
Blotting-Apparatur eingesetzt. Alle Bestandteile des Sandwiches wurden vor dem 
Gebrauch in Blotpuffer (1) eingeweicht.  
Der Transfer dauerte in der Regel 1 h 45 min bis 2 h bei einer Stromstärke von 
400 mA.  
Nach dem Transfer wurde die Membran zur Absättigung unspezifischer 
Bindungen eine Stunde bei RT mit 4 % Blockierungslösung (3) inkubiert. 
3.1.3.2 Immunreaktion 
  (Ausubel et al., 1996) 
 
Lösungen: 
(1) PBST    PBS (s. 2.11) + 0,1 % TWEEN 20 
(2) 4 % Blockierungsreagenz 4 % Magermilchpulver in PBST (2) 
 
Durchführung: 
Nach Absättigung der Membran mit 4 % Blockierungslösung (2) wurde diese für 
60 - 90 min bei RT bzw. ü.N. bei 4 °C mit dem Erstantikörper [verdünnt in 4 % 
Blockierungslösung (2)] inkubiert. Alle folgenden Inkubationsschritte wurden bei 
RT durchgeführt. Nach vier Waschschritten mit PBST (2) à 10 min wurde die 
Membran für 1 h mit dem Zweitantikörper inkubiert und wiederum 4 Waschschritte 
à 10 min mit PBST (2) angeschlossen. Die anschließende Nachweisreaktion ist in 
dem folgenden Unterkapitel beschrieben. Die verwendeten Erstantikörper und 
ihre Charakteristika sind der Tab. 3.2 zu entnehmen. 
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Tab. 3.2: Eingesetzte Antikörper und ihre Charakteristika 
Bezeichnung Spezies Epitop Verdünnung 
Immuno-Blot  
(s. 3.1.3) 
L1 Kaninchen extrazelluläre Domäne von L1-Fc 1:4000 
L1 555 Ratte extrazelluläre Domäne von L1, Aminosäuresequenz zwischen 
2. und 3. Fibronektindomäne 
1:1000 
L1 2c2 Maus intrazelluläre Domäne von L1 und CHL-1 (close homologue 
of L1) 
1:2000 
NCAM 2B2 Kaninchen extrazelluläre Domäne von NCAM 1:5000 
NCAM D3 Maus intrazelluläre Domäne von NCAM 180 (Exon 18) 1:1000 
TACE  Kaninchen extrazelluläre Domäne von TACE (TNFα converting enzyme) 1:2000 
GAPDH Maus Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 1:2000 
PSA  Maus Polysialinsäure 1:2000 
 
Die eingesetzten Sekundärantikörper (s. 2.9.2) waren mit dem Markerenzym 
Meerrettichperoxidase (HRP) kovalent gekoppelt und wurden in der Immunoblot-
Analyse in einer Verdünnung von 1:10000 in PBST (1) eingesetzt. 
3.1.3.3 ECL-Färbung 
Die Nachweisreaktion erfolgte über die an den Zweitantikörper kovalent 
gebundene Meerrettichperoxidase, die katalytisch chemilumineszente Substrate 
umsetzt. 
 
Durchführung: 
Nach Beendigung der Waschschritte wurde die zuvor im Verhältnis 1:1 gemischte 
Chemilumineszenzlösung [ECLTM Western Blotting detection reagents, Amersham 
Pharmacia Biotech Europe GmbH (Freiburg) bzw. Super Signal West Dura 
Extended Duration Substrate, Pierce (Bonn)] auf die Membran gegeben und für 
ca. 1 min inkubiert. Anschließend wurde der Blot in einer Klarsichthülle in eine 
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Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Röntgenfilm [Kodak BioMax 
Light Film, Sigma-Aldrich (Taufkirchen)] aufgelegt, exponiert und entwickelt. 
3.1.4 Proteinfällung 
3.1.4.1 Proteinfällung nach Wessel 
(Wessel und Flugge, 1984) 
 
Lösungen: 
(1) Probenpuffer für PAGE s. 2.11 
 
Durchführung: 
Die zu fällende Proteinlösung wurde mit 4 Volumina Methanol und anschließend 
mit einem Volumen Chloroform gemischt. Nach der Zugabe von 3 Volumina dH2O 
wurde der Ansatz erneut gemischt und für 3 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der 
methanollösliche Überstand wurde abgenommen, und zu der das Protein 
enthaltenden Interphase und der chloroformlöslichen Phase wurden 3 Volumina 
Methanol hinzugefügt, der Ansatz wiederum gut gemischt und erneut bei 
16000 x g für 3 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Sediment 
getrocknet und anschließend in Probenpuffer für PAGE (1) aufgenommen. Die 
Proben wurden mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
3.1.4.2 Acetonfällung 
 
Lösungen: 
(1) Probenpuffer für PAGE s. 2.11 
 
  Kapitel 3 - Methoden  Seite 41 
Durchführung: 
Zur Fällung von Proteinlösungen wurde die Probe mit 7 Volumina eiskaltem 
Aceton vermischt und für mehr als 24 h bei -20 °C eingef roren. Die ausgefällten 
Proteine wurden für 30 min bei 3000 x g und 4 °C sed imentiert, der Überstand 
verworfen und das an der Luft getrocknete Sediment in Probenpuffer für PAGE (1) 
aufgenommen. Die Analyse der Proben erfolgte mittels Immunoblot-Analyse 
(s. 3.1.3). 
3.1.5 Proteinbestimmung (BCA-Test) 
  (Smith et al., 1985)  
 
Durchführung: 
Die Bestimmung der Konzentration von Proteingemischen wurde mit Hilfe des 
BCA Protein Assay Reagent Kits der Firma Pierce (Bonn) in Mikrotiter-Platten 
durchgeführt. Zur Herstellung der BCA-Lösung wurden Reagenz A und B in dem 
Verhältnis 1:50 gemischt. Das Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug 210 µl. 
10 µl der zu analysierenden Probe wurden mit 200 µl BCA-Lösung versetzt, der 
Ansatz gemischt und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Zur Erhöhung der 
Genauigkeit wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Nach 30-minütiger 
Inkubation erfolgte die Messung der Extinktion bei 562 nm (ELISA-Reader, 
Micronaut Skan, Roche Diagnostics, Mannheim). Zur Ermittlung der 
Proteinkonzentration wurde eine Standardreihe bestehend aus 0 µg/ml  - 2000 
µg/ml BSA (0, 50, 100, 200, 500, 1000 und 2000 µg/ml) in oben beschriebener 
Weise angesetzt und mit den zu analysierenden Proben inkubiert. Mit Hilfe der 
linearen Regression wurde anhand der gemessenen Extinktionen die 
Proteinkonzentration der einzelnen Proben ermittelt. 
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3.1.6 Zellfraktionierung 
Als Versuchstiere für die Zellfraktionierung wurden adulte Wildtyp-Mäuse des 
Stammes C57BL/6J in einem Alter von drei bis vier Wochen verwendet. Die Tiere 
wurden in einem klimatisierten Tierstall bei Tag / Nacht-Rhythmus gehalten. Sie 
erhielten die Standarddiät und Wasser ad libitum. 
3.1.6.1 Herstellung eines Gehirnhomogenates aus Gesamtgehirn, Kleinhirn 
oder Hippocampus 
 
Lösungen: 
(1) Homogenisierungspuffer  s. 2.11     
  
Durchführung: 
Die Tötung der Tiere erfolgte durch Vergasung mit CO2. Die Schädeldecke wurde 
eröffnet und das Gehirn entnommen. Für die Herstellung eines Homogenates der 
Gehirnregionen des Kleinhirns bzw. des Hippocampus wurden die 
entsprechenden Gehirnregionen nach der Entnahme des Organs präpariert. Die 
folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Das entnommene Gehirn 
wurde in 3 ml Homogenisierungspuffer (1), das Kleinhirn bzw. der Hippocampus 
wurden in 100 µl Homogenisierungspuffer (1) überführt und in einem 
Glashomogenisator durch zehnmaliges Auf- und Abziehen des Teflonpistills 
homogenisiert. Um Zellkerne und Zelltrümmer zu sedimentieren, wurde eine 
Zentrifugation des Homogenates für 15 min bei 1000 x g und 4 °C angeschlossen.  
Die in dem Überstand des Gesamtgehirnhomogenates enthaltenen Proteine 
wurden mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation (s. 3.1.9) analysiert.  
Der Überstand des Kleinhirn-, sowie des Hippocampushomogenates wurde 
abgenommen und die darin enthaltenen Proteine mittels Proteinfällung nach 
Wessel (s. 3.1.4.1) präzipitiert. Eine Untersuchung der Proben erfolgte mit Hilfe 
der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3). 
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Das in Homogenisierungspuffer (1) gelöste und homogenisierte Sediment wurde 
zur Isolierung von Fraktionen angereichert mit Synaptosomen von Moosfasern 
(s. 3.1.6.4) herangezogen. 
3.1.6.2 Herstellung eines „17000 x g“-Überstandes und „17000 x g“-
Sedimentes aus Gehirnhomogenat 
 
Lösungen: 
(1) Homogenisierungspuffer  s. 2.11 
  
Durchführung: 
Die Tötung der Tiere erfolgte durch Vergasung mit CO2. Die Schädeldecke wurde 
eröffnet und das Gehirn entnommen. Die folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis 
durchgeführt. Die Präparation der einzelnen Gehirne erfolgte schrittweise. Je ein 
Gehirn wurde in 3 ml Homogenisierungspuffer (1) aufgenommen und in einem 
Glashomogenisator durch zehnmaliges Auf- und Abziehen des Teflonpistills 
homogenisiert. Die erhaltenen Homogenate wurden vereinigt und für 15 min bei 
17000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde  abgenommen und das 
Sediment in Homogenisierungspuffer (1) resuspendiert und erneut homogenisiert.  
Der resultierende „17000 x g“-Überstand diente als Ausgangspunkt für die 
Isolierung von Fraktionen angereichert mit ER, Golgi-Apparat und glattem ER, 
sekretorischen Vesikeln und löslichen Proteinen (s. 3.1.6.3)  
Das in Homogenisierungspuffer (1) gelöste und homogenisierte „17000 x g“-
Sediment wurde mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation (s. 3.1.9) 
untersucht. Weiterhin wurde das „17000 x g“-Sediment zur Isolierung von 
Fraktionen angereichert mit Synaptosomen, Mitochondrien und Zellkernen 
(s. 3.1.6.5) herangezogen. 
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3.1.6.3 Isolierung von Fraktionen angereichert mit Endoplasmatischem 
Retikulum (ER), Golgi-Apparat und glattem ER, sekretorischen 
Vesikeln und löslichen Proteinen 
 
Lösungen: 
(1) Homogenisierungspuffer  s. 2.11 
(2) 0,5 M Saccharoselösung  0,5 M Saccharose 
      ad Homogenisierungspuffer (1) 
(3) 0,86 M Saccharoselösung  0,86 M Saccharose 
      ad Homogenisierungspuffer (1) 
(4) 1,3 M Saccharoselösung  1,3 M Saccharose 
      ad Homogenisierungspuffer (1) 
(5) TE-Puffer     s. 2.11 
(6) Probenpuffer für PAGE  s. 2.11 
 
 
Durchführung: 
Als Ausgangsmaterial für die Isolierung von Fraktionen angereichert mit ER, 
Golgi-Apparat und glattem ER, sekretorischen Vesikeln und löslichen Proteinen 
diente der „17000 x g“-Überstand (s. 3.1.6.2). Für die Isolierung der Fraktionen 
wurden in der Regel 15 - 20 drei bis vier Wochen alte Mäuse des Stammes 
C57BL/6J verwendet. 
Alle folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. 
Die Fraktion des „17000 x g“-Überstandes (s. 3.1.6.2) wurde für 1 h bei 
100000 x g und 4 °C zentrifugiert.  
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Der resultierende Überstand enthält lösliche Proteine des Zytosols sowie der 
extrazellulären Matrix (EZM) („Fraktion der löslichen Proteine“). Die „Fraktion 
der löslichen Proteine“ wurde mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation 
(s. 3.1.9) analysiert.  
Das Sediment wurde in Homogenisierungspuffer resuspendiert und durch 
mehrmaliges Auf- und Abziehen mit einem Teflonpistill in einem 
Glashomogenisator homogenisiert. Das resultierende Homogenat wurde auf 
einen Stufengradienten geschichtet, der sich aus den folgenden 
Saccharoselösungen zusammensetzte (vom Boden zur Öffnung des 
Zentrifugationsröhrchens): 1,3 M Saccharose (4), 0,86 M Saccharose (3) und 
0,5 M Saccharose (2). Nach einem 2-stündigen Zentrifugationsschritt bei 
100000 x g und 4 °C wurden die in den Interphasen de r verschiedenen 
Saccharoselösungen gesammelten Fraktionen (Abb. 3.1), die mit ER (Fraktion 1), 
sowie mit Golgi-Apparat und glattem ER (Fraktion 2) und sekretorischen Vesikeln 
(Fraktion 3) angereichert waren, von oben nach unten d.h. von der Öffnung zum 
Boden des Zentrifugationsröhrchens abgenommen. Die resultierenden Fraktionen 
wurden mit Homogenisierungspuffer (1) in einem Mindestverhältnis von 1:2 
gemischt und für 30 min bei 100000 x g und 4 °C zentri fugiert. Das mit den 
verschiedenen Organellen angereicherte Sediment wurde in TE-Puffer (5) 
aufgenommen, mit Probenpuffer für PAGE (6) versetzt und mit Hilfe der 
Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht.  
1,3 M Sucrose
0,86 M Sucrose
0,5 M Sucrose
Probe
Sekretorische Vesikel (3)
Golgi-Apparat, glattes ER (2)
Rauhes ER (1)
Abb. 3.1: Aufbau des 
diskontinuierlichen 
Saccharosegradienten zur 
Isolierung von Fraktionen 
angereichert mit 
Endoplasmatischem 
Retikulum (ER), Golgi-
Apparat und glattem ER 
und sekretorischen 
Vesikeln 
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3.1.6.4 Trennung in membranständige und membranassoziierte Proteine 
 
Lösungen: 
(1) TE-Puffer     s. 2.11 
(2) NaHCO3-Puffer    0,3 M NaHCO3, pH 11,5 
(3) 50 mM Tris, pH 6,8 
(4) Probenpuffer für PAGE  s. 2.11 
 
Durchführung: 
Als Ausgangsmaterial für die Trennung von membranständigen und 
membranassoziierten Proteinen wurde eine mit ER angereicherte Fraktion 
(s. 3.1.6.3) verwendet. 
Um assoziierte periphere Proteine von isolierten Membranen abzutrennen, 
wurden in TE-Puffer (1) resuspendierte isolierte ER-Membranen mit dem 
äquivalenten Volumen NaHCO3-Puffer (2) versetzt und für 2 h bei 4 °C extrahiert. 
Der Ansatz wurde für 30 min mit 100000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand, 
der die peripheren Proteine enthält, wurde abgenommen. Das Sediment 
(„gewaschene Membranen“ einschließlich der integralen Membranproteine) wurde 
in 50 mM Tris, pH 6,8 (3) aufgenommen. Nachdem sowohl der Überstand, als 
auch das Pellet mit Probenpuffer für PAGE (4) versetzt wurden, wurden die 
Proben mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht.  
  Kapitel 3 - Methoden  Seite 47 
3.1.6.5 Isolierung von Fraktionen angereichert mit Synaptosomen bzw. 
Synaptosomen von Moosfasern, Mitochondrien und Zellkernen  
 
Lösungen: 
(1) Homogenisierungspuffer  s. 2.11 
(2) Puffer Saccharosegradient  1mM CaCl2 
      1 mM MgCl2 
      5 mM Tris, pH 7,5 
(3) 1,0 M Saccharoselösung  1,0 M Saccharose 
      ad Puffer Saccharosegradient (2) 
(4) 1,2 M Saccharoselösung  1,2 M Saccharose 
      ad Puffer Saccharosegradient (2) 
(5) 2,27 M Saccharoselösung  2,27 M Saccharose 
      ad Puffer Saccharosegradient (2) 
(6) 2,3 M Saccharoselösung  2,3 M Saccharose 
      ad Puffer Saccharosegradient (2) 
(7) TE-Puffer     s. 2.11 
(8) Lösung Roeder C   s. 3.1.6.6 
(9) Probenpuffer für PAGE  s. 2.11 
 
Die Saccharoselösungen wurden ausgehend von einer 80 %igen 
Saccharoselösung (2,34 M Saccharose in dH2O) hergestellt. 
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Durchführung: 
Das „17.000 x g“-Sediment (s. 3.1.6.2) wurde für die Isolierung von Fraktionen 
angereichert mit Synaptosomen, Mitochondrien und Zellkernen verwendet. Für 
die Isolierung der Fraktionen einschließlich der Fraktion „Synaptosomen von 
Moosfasern“ wurden in der Regel 15 - 20 drei bis vier Wochen alte Mäuse des 
Stammes C57BL/6J verwendet. 
Das „17.000 x g“-Sediment wurde in Homogenisierungspuffer (1) resuspendiert, 
homogenisiert und in dem Verhältnis 1:2 mit 2,27 M-Saccharoselösung (5) 
gemischt. Der Ansatz wurde mit Hilfe eines diskontinuierlichen 
Saccharosegradienten in Fraktionen aufgetrennt, die mit Synaptosomen, 
Mitochondrien und Zellkernen angereichert waren. Der Gradient setzte sich wie 
folgt zusammen (vom Boden zur Öffnung des Zentrifugationsröhrchens) 
(s. Abb. 3.2): 2,3 M Saccharose-Lösung (6), Probe, 1,2 M Saccharose-Lösung (4) 
und 1,0 M Saccharose-Lösung (3). Die Interphase zwischen der 2,3 M 
Saccharoselösung und der Probe wurde vor der Zentrifugation mit Hilfe einer 
Glaspasteurpipette gestört. Der Gradient wurde daraufhin einem 
Zentrifugationsschritt für eine Zeit von 2 h bei 100000 x g und 4 °C unterzogen. 
Die zwischen den Interphasen der verschiedenen Saccharoselösungen 
angereicherten Organellen (Fraktion 1: Zellkerne, Fraktion 2: Mitochondrien und 
Fraktion 3: Synaptosomen) wurden von der Öffnung zum Boden des 
Zentrifugationsröhrchens abgenommen. Die Fraktionen wurden mit 
Homogenisierungspuffer in einem Mindestverhältnis von 1:2 gemischt und die 
darin enthaltenen Organellen durch Zentrifugation für 30 min bei 100000 x g und 
4 °C sedimentiert. Die angereicherten Organellen der einzelnen Sedimente 
Abb. 3.2: Aufbau des 
diskontinuierlichen 
Saccharosegradienten 
zur Isolierung von 
Fraktionen angereichert 
mit  synaptosomalen 
Membranen, 
Mitochondrien und 
Zellkernen  
2,3 M Sucrose
1,0 M Sucrose
1,2 M Sucrose
Probe
Synaptosomen (3)
Mitochondrien (2)
Erythrozyten
Zellkerne (1)
Myelin
Zellkerne
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wurden in TE-Puffer (7) aufgenommen, mit Probenpuffer für PAGE (9) versetzt 
und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht.  
Das mit Zellkernen angereicherte Sediment wurde zur Herstellung eines 
Zellkernextraktes (s. 3.1.6.6) in Lösung Roeder C (8) aufgenommen. 
Als Ausgangsmaterial für die Isolierung von Synaptosomen der Moosfasern wurde 
statt dem „17.000 x g“-Sediment das aus der Zentrifugation des 
Gehirnhomogenates resultierende „1000 x g“-Sediment (s. 3.1.6.1) verwendet. 
Die Isolierung der Fraktion erfolgte nach dem in diesem Kapitel beschriebenen 
Protokoll, bis auf die Veränderung, dass als „Probe“ das „1000 x g“-Sediment 
eingesetzt wurde. Die angereicherten Organellen wurden mit Hilfe der 
Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
3.1.6.6 Herstellung eines Zellkernextraktes 
 
Lösungen: 
(1) Lösung Roeder C   10 mM Tris, pH 8 
      10 % Glycerin 
      300 mM NaCl 
      2 mM MgCl2 
      0,5 mM EDTA 
 
Durchführung: 
Als Ausgangspunkt für die Herstellung eines Zellkernextraktes wurde eine mit 
Zellkernen angereicherte Fraktion (s. 3.1.6.5) verwendet. 
Das mit Zellkernen angereicherte Sediment wurde in Lösung Roeder C (1) 
aufgenommen. Mit einem Glashomogenisator („Douncer“) wurde die Fraktion 
durch 10-maliges Auf- und Abziehen des Glaspistills homogenisiert und für 
30 min bei 4 °C auf einem Magnetrührer extrahiert. Eine Zentrifugation für 30 min 
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bei 200000 x g und 4 °C wurde angeschlossen. Der Übersta nd, das Kernextrakt, 
wurde abgenommen und für Immunpräzipitationsexperimente (s. 3.1.8) 
verwendet.  
3.1.7 Kopplung eines Antikörpers an DYNA-Beads 
 
Lösungen: 
(1) PBS     s. 2.11 
(2) TBS     10 mM Tris/HCl   
150 mM NaCl, pH 8,0 
 
Durchführung: 
Die in diesem Versuch verwendeten, mit Protein A kovalent gekoppelten, 
magnetischen DYNA-Beads wurden von der Firma Dynal (Hamburg) bezogen. 
Für die kovalente Kopplung des anti-L1-Antikörpers 2c2 an Protein A DYNA-
Beads (s. 2.9.1) wurden die magnetischen Beads zweimal mit PBS (1) 
gewaschen, in PBS (1) resuspendiert und dem Ansatz anti-L1-Antikörpers 2c2 
(s. 2.9.1) (5 - 10 µg Antikörper / 300 µl DYNA-Beads) hinzugefügt. Als 
Kontrollansatz wurden darüber hinaus Beads mit Fc-Protein (10 µg Protein / 
300 µl DYNA-Beads) versetzt. Eine Inkubation der DYNA-Beads für 30 min bei RT 
auf einem Drehrad wurde angeschlossen. Nach drei weiteren Waschschritten mit 
PBS (1) wurden die DYNA-Beads zur kovalenten Vernetzung des Antikörpers mit 
dem an die Beads geknüpften Protein A in 1 mg BS3 
[Bis(sulfosuccinimidyl)suberate]-Crosslinker (Pierce, Bonn) / 300 µl DYNA-Beads, 
der in PBS (1) gelöst wurde, aufgenommen. Der Ansatz wurde erneut für 1 h bei 
RT auf einem Drehrad inkubiert. Zur Entfernung von überschüssigem Crosslinker 
und zur Absättigung freier Aminogruppen folgten sechs Waschschritte mit TBS (2) 
und ein Waschschritt mit PBS (1).  
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Die gewaschenen mit anti-L1-Antikörper 2c2 gekoppelten Protein A Sepharose-
DYNA-Beads wurden in PBS (1) aufgenommen und in 
Immunpräzipitationsexperimenten (s. 3.1.8) zur Isolierung von den durch den 
Antikörper gebundenen Antigenen eingesetzt.  
3.1.8 Immunpräzipitation aus einem Zellkernextrakt 
 
Lösungen: 
(1) PBS     s. 2.11 
(2) Probenpuffer für PAGE  s. 2.11 
 
Durchführung: 
Für Immunpräzipitationsexperimente aus einem Zellkernextrakt (s. 3.1.6.6) 
wurden kovalent mit anti-L1-Antikörper 2c2 verknüpfte Protein A DYNA-Beads 
(s. 3.1.7) verwendet. 
Kovalent mit anti-L1-Antikörper 2c2 gekoppelte Protein A DYNA-Beads (s. 3.1.7) 
wurden dem aus Zellkernen isolierten Zellkernextrakt (s. 3.1.6.6) hinzugefügt und 
der Ansatz über Nacht bei 4 °C auf einem „ head-over-tail“-Rotor inkubiert. Im 
Anschluß an die Inkubation wurde der Ansatz dreimal mit PBS (1) gewaschen und 
die DYNA-Beads in Probenpuffer für PAGE (2) aufgenommen. Vor der Analyse 
der Proben wurde der Ansatz für 5 min bei 95 °C denat uriert, wodurch die an den 
Antikörper nicht-kovalent gebundenen Antigene abgelöst wurden. Die sich nun im 
Überstand befindlichen Proteine wurden mit Hilfe der Immunoblot-Analyse 
(s. 3.1.3) untersucht.  
Als Negativkontrollen wurden zusätzlich Ansätze mit Fc-Protein verknüpften und 
ungekoppelten Protein A DYNA-Beads (s. 3.1.7) bearbeitet. 
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3.1.9 Dichtegradientenzentrifugation 
 
Lösungen:  
(1) Extraktionspuffer   0,32 M Saccharose 
1mM CaCl2 
      1 mM MgCl2 
      50 mM Tris, pH 7,5 
      1 % Triton X-100 
(2) Puffer für Gradient   1mM CaCl2 
      1 mM MgCl2 
      50 mM Tris, pH 7,5 
      1 % Triton X-100 
(3) 30 %ige Saccharoselösung  30 % Saccharose 
      ad Puffer für Gradient (2) 
(4) 5 %ige Saccharoselösung  5 % Saccharose 
ad Puffer für Gradient (2) 
 
Durchführung: 
Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation wurde das Gesamtgehirnhomogenat 
(s. 3.1.6.1), die Fraktion der löslichen Proteine (s. 3.1.6.3), sowie das „17000 x g“-
Sediment (s. 3.1.6.2) analysiert. 
Je 1 ml der zu analysierenden Fraktionen wurden im Verhältnis 1:2 mit 
Extraktionspuffer (1) gemischt und für 1 h bei 4 °C inku biert. 
Mit Hilfe eines Gradientenmischers wurden aus 4,5 ml einer 30 %igen 
Saccharoselösung (3) und 4,5 ml einer 5 %igen Saccharoselösung (4) ein 
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kontinuierlicher Saccharosegradient hergestellt. Die zu analysierenden Proben 
mit einem Volumen von 2 ml wurden nach der Extraktion auf den kontinuierlichen 
Dichtegradienten (5 % - 30 % Saccharosegehalt) geschichtet und für 16 h bei 
35000 rpm und 4 °C in einem Beckman SW 41-Rotor zentri fugiert.  
Im Anschluß an die Zentrifugation wurde der Saccharosegradient von der Öffnung 
zum Boden des Zentrifugenröhrchens in 0,5 ml - Schritten fraktioniert. Die in den 
einzelnen Fraktionen enthaltenen Proteine wurden mit Hilfe der Proteinfällung 
nach Wessel (s. 3.1.4.1) konzentriert und im Anschluß mittels Immunoblot-
Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
Zur Analyse der Molekulargewichte der in den einzelnen Fraktionen enthaltenen 
Proteine und Proteinkomplexe wurde parallel zu den oben genannten Ansätzen 
ein Gradient mit den Molekulargewichtsstandards Rinderserumalbumin [(BSA) 
66 kDa], Katalase (260 kDa), Apoferritin (480 kDa) und Thyroglobulin (670 kDa) 
analysiert. Im Anschluß an die Zentrifugation wurde der Saccharosegradient 
fraktioniert (s.o.), die in den einzelnen Fraktionen enthaltenen Proteine mit Hilfe 
der Proteinfällung nach Wessel (s. 3.1.4.1) konzentriert und nach Auftrennung in 
der SDS-PAGE (s. 3.1.1) mit Hilfe der Silberfärbung (s. 3.1.2) sichtbar gemacht. 
Die als Molekulargewichtsstandards verwendeten Proteine wurden von der Firma 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. 
3.1.10 Proteolyseassay an isolierten Membranen 
  (Probstmeier et al., 1989) 
 
Lösungen: 
(1) Homogenisierungspuffer   1 mM NaHCO3 
       0,2 mM CaCl2 
       0,2 mM MgCl2, pH 7,9 
       1 mM Spermidin  
(2) RPMI-Medium 1640 mit L-Glutamin  PAA Laboratories, Cölbe 
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(3) TE-Puffer      s. 2.11 
(4) Lysis-Puffer     150 mM NaCitrat, pH 6,4 
       2 % Brij 35 
 
Durchführung: 
Für die Untersuchung der proteolytischen Prozessierung der Proteine L1 und 
NCAM in vitro wurden 1 – 2 Wildtyp-Mäuse des Stammes C57BL/J6 mit einem 
Alter von 3 – 4 Wochen verwendet.  
Die Tötung der Mäuse erfolgte durch Vergasung mit CO2. Die Schädeldecke 
wurde eröffnet, das Gehirn entnommen und in 3 ml Homogenisierungspuffer (1) 
überführt. Mit Hilfe eines Glashomogenisators wurde das Gehirn zu einem 
Homogenat verarbeitet und durch Zentrifugation für 15 min bei 600 x g und 4 °C 
in Überstand und Sediment getrennt. Der Überstand wurde für 45 min bei 
25000 x g und 4 °C rezentrifugiert. Die im Überstand enthaltenen löslichen 
Bestandteile des Homogenates wurden verworfen, die mit Membranen 
angereicherte Sedimentfraktion in RPMI-Medium (2) resuspendiert und in Ansätze 
à 1 ml aufgeteilt. Zur Analyse der proteolytischen Prozessierung des Moleküls L1 
in der Transmembrandomäne wurde das RPMI-Medium (2) gegen Lysispuffer (4) 
ersetzt. Die Ansätze wurden in An- oder Abwesenheit von verschiedenen 
Inhibitoren für 0,5 - 4 h bei 37 °C inkubiert und im  Anschluß für 1 h bei 100000 x g 
und 4 °C zentrifugiert. Die in den resultierenden Übe rständen enthaltenen 
Proteine wurden durch Acetonfällung (s. 3.1.4.2) konzentriert und mit Hilfe der 
Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. Die Sedimente wurden in 100 µl TE-
Puffer (3) aufgenommen und für eine weitere Stunde auf Eis inkubiert. Die 
Konzentration der Proteine wurde mittels Proteinfällung nach Wessel (s. 3.1.4.1) 
durchgeführt. Die anschließende Untersuchung der in den Ansätzen enthaltenen 
Proteine erfolgte mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3). 
Die in diesem Versuch verwendeten Inhibitoren einschließlich Angaben zu den 
eingesetzten Konzentrationen sind der Tab. 3.3 zu entnehmen. 
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Tab. 3.3: Verwendete Inhibitoren (Proteolyseassay an isolierten Membranen) 
Name  Endkonzentration Herkunft 
1,10-o-Phenanthrolin 200 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Boehringer „Complete“ 1 Tablette / 50 ml Roche Diagnostics (Mannheim) 
CGS 9343 B 10 - 20 µM Novartis Consumer Health (Nyon, Schweiz) 
DAPT 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
EDTA 5 mM - 
GM 6001 10 - 20 µM Calbiochem (Bad Soden)  
Leupeptin 10 µM Calbiochem (Bad Soden)  
MG-132 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Pepstatin 1 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
 
3.1.11 Verdau mit Endo N (Neuraminidase) 
 
Durchführung: 
Als Ausgangsmaterial für den Verdau mit Neuraminidase dienten die aus der 
Inkubation von isolierten Membranen in Abwesenheit von verschiedenen 
Proteaseinhibitoren resultierenden Überstände des Proteolyseassays (s. 3.1.10).  
Die Überstände wurden mit dem rekombinant hergestellten Enzym Endo N 
(Neuraminidase, Ausgangskonz.: 200 µg/ml) in einer Konzentration von 0,2 µg 
Enzym / 1 ml Ansatz versetzt, ü.N. bei 37 °C inkubiert und die Proteine nach der 
Konzentration durch Acetonfällung (s. 3.1.4.2) mittels Immunoblot-Analyse 
(s. 3.1.3) untersucht. 
 Kapitel 3 - Methoden Seite 56
3.1.12 Verdau von rekombinant hergestellten L1-Fragmenten mit Gelatinase  
 
Lösungen: 
(1) Aktivierungspuffer   50 mM Tris/HCl pH 7,5 
      0,5 M NaCl 
      5 mM CaCl2 
(2) Puffer 2     20 mM Tris/HCl pH 7,5 
      100 mM NaCl 
      5 mM CaCl2 
(3) Trypsinlösung    3 mg Trypsin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
      ad 5 ml Puffer 2 
(4) Aprotininlösung  3,2 mg Aprotinin (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen) 
      ad 5 ml Puffer 2 
 
Durchführung: 
Die in diesem Versuch verwendete aus menschlichem Blut isolierte Gelatinase 
(MMP9) wurde von der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. 
Die als inaktives Proenzym vorliegende Gelatinase muss vor ihrem Einsatz durch 
Abspaltung der Prodomäne aktiviert werden. Diese Reaktion kann von der 
Protease Trypsin katalysiert werden.  
Für die Aktivierung der Gelatinase wurden 5 µl der Gelatinaselösung in 100 µl 
Aktivierungspuffer (1) aufgenommen und 10 µl Trypsinlösung (3) hinzugefügt. Der 
Ansatz wurde für 10 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugab e von 20 µl 
Aprotininlösung (4) zur Inaktivierung des Enzyms Trypsin wurde der Ansatz 
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erneut für 10 min bei 37 °C inkubiert. Ein Kontrolla nsatz ohne Gelatinaselösung 
wurde parallel bearbeitet.  
Zur Analyse der proteolytischen Spaltung der extrazellulären Domäne von L1 
durch Gelatinase wurden je 1 - 2 µg der rekombinant hergestellten humanen L1-
Fragmente „L1 extra“, „L1 Ig 1 - 6“ und „L1 Fn 1 - 5“ mit 50 µl der aktivierten 
Gelatinaselösung, sowie parallel mit 50 µl des Kontrollansatzes verdaut. Die mit 
einem Fc-Tag fusionierten L1-Fragmente „L1 extra“, „L1 Ig 1 - 6“ und „L1 Fn 1 - 5“ 
wurden aus dem Zellkulturüberstand von stabil transfizierten CHO-Zellen mit Hilfe 
einer Protein A - Sepharose-Säule aufgereinigt. Die Aufreinigung der 
rekombinanten L1-Fragmente wurde von Dr. G. Loers durchgeführt.- Der 
Enzymverdau mit Gelatinase wurde über einen Zeitraum von 6 h bei 37 °C 
durchgeführt. Die verdauten Ansätze wurden mittels Immunoblot-Analyse 
(s. 3.1.3) untersucht. 
3.1.13 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Lösungen: 
(1) PBS     s. 2.11  
(2) Blockierungslösung 1   1 % BSA in PBS (1) 
(3) PBST     PBS (1) + 0,05 % TWEEN 20 
(4) Blockierungslösung 2    1 % BSA  
      1 mM CaCl2 
      1 mM MgCl2 in PBST (3) 
(5) ABTS-Lösung   250 µl 2 % ABTS (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen) in dH20 
      3,5 µl H2O2 (30 % w/v) 
      ad 4,75 ml Natriumacetat, pH 5,0 
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Durchführung: 
Für den Nachweis der Interaktion der intrazellulären Domänen von NCAM140 und 
NCAM180 mit Calmodulin wurden ELISA-Studien durchgeführt.  
Der Bindungspartner Calmodulin wurde auf der Polyvinylchlorid-beschichteten 
Oberfläche einer 96-well Microtiter-Platte (Nunc-Immunomodule Maxisorb, Nunc, 
Wiesbaden) durch Inkubation mit einer 10 µg/ml enthaltenden Calmodulinlösung, 
gelöst in 1 mM CaCl2 in dH2O, ü.N bei 4 °C auf einem Schüttler immobilisiert. Al s 
Kontrolle diente steriles Wasser. Das in diesem Versuch verwendete Calmodulin, 
isoliert aus Rindergehirn, wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
bezogen. Nicht gebundenes Calmodulin wurde durch drei aufeinanderfolgende 
Waschschritte mit PBS (1) entfernt. Unspezifische Bindungen wurden durch 
Inkubation mit der Blockierungslösung 1 (2) für eine Stunde bei RT auf einem 
Schüttler abgesättigt. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBST (3) wurde eine 
Inkubation von immobilisiertem Calmodulin mit den potentiellen 
Bindungspartnern, den intrazellulären Domänen von NCAM140 bzw. NCAM180 
für 2 h bei RT auf einem Schüttler angeschlossen. Die intrazellulären Domänen 
von NCAM140 und NCAM180 wurden in Blockierungslösung 2 (4) gelöst. 
Die intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 wurden mit Hilfe des 
pQE-Systems rekombinant in E. coli hergestellt. Die Proteine wurden für die 
Aufreinigung und Detektion mit einem 6xHis Affinity Tag exprimiert. Die 
Aufreinigung erfolgte über eine Ni-NTA-Säule nach Angaben des Herstellers 
(Qiaexpressionist Handbuch). Die intrazellulären Domänen von NCAM140 und 
NCAM180 wurden freundlicherweise von C. Friedrich zur Verfügung gestellt. 
Für die Eingrenzung der Calmodulinbindungsstelle in den intrazellulären 
Domänen von NCAM140 und NCAM180 wurden Bindungssexperimente in 
Anwesenheit von putativen kompetierenden Peptiden (Peptid 1, Peptid 2 und 
Peptid 3) durchgeführt. Die Peptide wurden zusammen mit den möglichen 
Bindungspartnern inkubiert. Die Lokalisierung der Peptide in Bezug auf die 
Aminosäuresequenz der intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 
ist in der Abb. 3.3 dargestellt. Die Peptide 1, 2 und 3 wurden von 
Dr. Heukeshoven (Universitätklinikum Eppendorf, Hamburg) synthetisiert. 
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Nach der Inkubation des Calmodulins mit den putativen Bindungspartnern in An- 
oder Abwesenheit der möglichen kompetierenden Peptide 1, 2 und 3 wurden drei 
Waschschritte mit PBST (3) angeschlossen. Ein Nachweis der spezifischen 
Bindung der intrazellulären Domänen von NCAM 140 und NCAM 180 an 
Calmodulin erfolgte über die Inkubation mit einem Primärantikörper für 1,5 h bei 
RT auf einem Schüttler. Für den Nachweis der intrazellulären Domäne von 
NCAM 140 wurde der anti-NCAM-Antikörper 5B8 (s. 2.9.1) in einer Verdünnung 
von 1:1000 verwendet. Für die Detektion der intrazellulären Domäne von 
NCAM 180 hingegen wurde der anti-NCAM-Antikörper D3 (s. 2.9.1) in einer 
Verdünnung von 1:500 eingesetzt. Die Primärantikörper wurden in 
Blockierungslösung 2 (4) verdünnt. Nach drei weiteren Waschschritten mit 
PBST (3) folgte eine einstündige Inkubation bei RT auf einem Schüttler mit einem 
HRP-gekoppelten Sekundärantikörper. Der Sekundärantikörper wurde in einer 
Verdünnung von 1:5000 in der Blockierungslösung 2 (4) eingesetzt. Der ELISA 
wurde weiteren drei Waschschritten mit PBST (3) unterzogen, dem ein vierter 
Waschschritt mit PBS (1) angeschlossen wurde. Der Nachweis der 
Bindungseffizienz erfolgte mit einer, von dem an den Sekundärantikörper 
gekoppelten Nachweisenzym (HRP), katalysierten Farbreaktion. Das Enzym HRP 
14 8  5 1 P ep tid 1
MDITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKA GPGAKGKDMEEGKAAFSKDESKEPI NCAM140I C
MDITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKA GPGAKGKDMEEGKAAFSKDESKEPI   NCAM180I C
P ep tid 2
VEVRTEEERTPNHDGGKHTEPNET TPLTEPE------------------- NCAM140I C 
VEVRTEEERTPNHDGGKHTEPNET TPLTEPELPADTTATVEDMLPSVTTV   NCAM180 IC
------------------------ -------------------------- NCAM140I C
TTNSDTITETFATAQNSPTSETTT LTSSIAPPATTVPDSNSVPAGQATPS   NCAM180 IC
------------------------ -------------------------- NCAM140I C
KGVTASSSSPASAPKVAPLVDLSD TPTSAPSASNLSSTVLANQGAVLSPS   NCAM180 IC
------------------------ -------------------------- NCAM140I C
TPASAGETSKAPPASKASPAPTPT PAGAASPLAAVAAPATDAPQAKQEAP   NCAM180 IC
------------------------ -------------------------- NCAM140I C
STKGPDPEPTQPGTVKNPPEAATA PASPKSKAATTNPSQGEDLKMDEGNF   NCAM180 IC
------------------------ ------------------------KG NCAM140I C
KTPDIDLAKDVFAALGSPRPATGA SGQASELAPSPADSAVPPAPAKTEKG   NCAM180 IC
P ep tid 3
PVETKSEPQESEAKPAPTEVKTVP NEATQTKENESKA NCAM140I C
PVETKSEPPESEAKPAPTEVKTVP NEATQTKENESKA       NCAM180I C
Abb. 3.3: Aminosäuresequenzvergleich der intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180. 
Die Lage der in den ELISA-Experimenten eingesetzten Peptide Peptid 1 (rot), Peptid 2 (blau) und Peptid 3 
(orange) ist farblich hervorgehoben. Die grün hinterlegten Aminosäuren kennzeichnen ein mögliches 
Calmodulinbindungsmotiv in den intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180.  
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setzt ein in der applizierten ABTS-Lösung (5) enthaltenes Substrat zu einem 
grünen Farbniederschlag um, der nach 15 min und nach 30 min bei 405 nm mit 
Hilfe eines ELISA-Readers (Micronaut Skan, Roche Diagnostics, Mannheim) 
gemessen wurde.   
3.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.1 Restriktionsverdau 
 (Sambrook und Gething, 1989) 
 
Die Restriktion der DNS erfolgte unter den von den Herstellern empfohlenen 
Temperatur- und Pufferbedingungen. 
Für analytische Zwecke wurde einem Reaktionsansatz mit einem Endvolumen 
von 20 µl nach Angaben des Herstellers pro µg DNS 1 U 
Restriktionsendonuklease hinzugefügt. Bei der Restriktion mit zwei verschiedenen 
Endonukleasen wurde der Puffer verwendet, in dem beide Enzyme nach Angaben 
des Herstellers mindestens eine Aktivität von 75 % aufwiesen. Waren die Puffer 
nicht kompatibel, wurde zwischen den Teilverdaus ein Pufferwechsel mit dem 
Concert PCR Purification System der Firma Life Technologies (Karlsruhe) 
durchgeführt. Der Ansatz wurde für 1,5 h bei 37 °C inkubiert und anschließend 
gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.2.2) und analysiert. 
 
Verwendete Restriktionsendonukleasen: 
BamHI 10 U/µl  
EcoRI 10 U/µl  
HindIII 10 U/µl  
Xba I 10 U/ µl  
  Kapitel 3 - Methoden  Seite 61 
Die oben genannten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New 
England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen. 
3.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNS 
  (Sambrook und Gething, 1989) 
 
Lösungen: 
(1) 5 x  DNS-Auftragspuffer  50 % (v/v) Glycerin 
1 Spatelspitze Orange G 
ad dH2O   
(2) 50 x TAE-Puffer    2 M Tris-Acetat, pH 8,0 
      100 mM EDTA 
      ad dH2O 
 
Durchführung: 
Zu analytischen Zwecken wurden die nach Restriktionsspaltungen erhaltenen 
DNS-Fragmente durch Elektrophorese in horizontalen 1 %igen Agarosegelen 
(SubCellGT Elektrophoresekammern, BioRad, München) aufgetrennt. Die 
Agarosegele wurden durch Lösung von 1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer (2) 
hergestellt. 
Die zu analysierenden Proben wurden mit 1/5 Volumen Probenpuffer (1) versetzt 
und in die Geltaschen pipettiert. Zur Abschätzung der Molekülgröße wurde 
zusätzlich ein Größenmarker (DNA-Leiter 1kb, Gibco BRL, Karlsruhe) 
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 100 V durchgeführt. Nach Beendigung 
des Gellaufes wurde zur Sichtbarmachung der DNS das Gel in einer 
Ethidiumbromid-haltigen Lösung [0,5 µg/ml in 1 x TAE Puffer (2)] für 30 min 
gefärbt und mit Hilfe eines Imagesystems (E.A.S.Y. RH Imager, HEROLAB, 
Wiesloh) unter UV-Licht fotographiert. 
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3.2.3 Herstellung von kompetenten Bakterien (E. coli-Stamm: DH5α) 
 
Lösungen: 
(1) LB-Medium    s. 2.11 
(2) TFB1-Puffer    100 mM RbCl 
      50 mM MnCl2 
      30 mM Kaliumacetat 
      10 mM CaCl2 
      15 % Glycerin 
      pH 5,8; Lösung sterilfiltrieren 
(3) TFB2-Puffer    10 mM MOPS 
      10 mM RbCl 
      75 mM CaCl2 
      15 % Glycerin 
      pH 8,0 (mit KOH); Lösung sterilfiltrieren 
 
Durchführung: 
Zur Herstellung chemokompetenter Bakterien des E. coli-Stammes DH5α wurden 
1 ml einer Übernachtkultur (s. 2.5.2) in 100 ml vorgewärmtes LB-Medium (1) 
überführt und bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 bei 37 °C im Schüttler 
inkubiert. 
Nach Kühlung der Kultur für 5 min auf Eis wurden die Bakterien für 5 min mit 
4000 x g bei 4 °C abzentrifugiert und vorsichtig in 30 ml kaltem TFB1-Puffer (2) 
resuspendiert. Es folgte eine 90-minütige Inkubation der Bakterien auf Eis. 
Daraufhin wurden sie erneut in Überstand und Sediment getrennt (5 min, 
4000 x g, 4 °C) und das Sediment in 4 ml kaltem TFB2-Puffer (3) aufgenommen. 
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Aliquots à 100 µl wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend 
bei -80 °C gelagert. 
3.2.4 Transformation von Bakterien 
  (Sambrook und Gething, 1989) 
 
Lösungen: 
(1) LB-Medium   s. 2.11 
(2) LB-Agar    s. 2.11 
 
Durchführung: 
Zur chemischen Transformation von Bakterien des E. coli-Stammes DH5α wurden 
10 - 100 ng Plasmid-DNS mit 100 µl langsam aufgetauten chemokompetenten 
Bakterien gemischt und für 20 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubationszeit 
wurden die Bakterien für 90 s auf 42 °C erwärmt und nach dem Hitzeschock 
wiederum für 2 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde nach Zugabe von 900 µl 
LB-Medium (1) für 1 h bei 37 °C inkubiert, kurz abzentrifugiert, 700 µl des 
Überstandes verworfen und die restlichen Bakterien in den verbleibenden 200 µl 
resuspendiert. Diese wurden in verschiedenen Verdünnungsstufen auf 
Selektivagar (2) ausplattiert und ü.N. bei 37 °C inkubiert. 
3.2.5 Maxipräparation von Plasmid-DNS aus einer Bakterienkultur 
Die Plasmidisolierung im präparativen Maßstab erfolgte mit Hilfe des 
Maxipräparationskits Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des 
Herstellers.  
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3.3 Zellbiologische Methoden 
Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C, einem 
CO2-Gehalt von 5 % und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 %. Die für die 
Kultivierung von Zellen verwendete Plastikware wurde von der Firma Nunc 
(Wiesbaden) bezogen. 
3.3.1 Aufarbeitung von Zellen und Zellkulturüberständen 
 
Lösungen: 
(1) PBS     s. 2.11 
(2) Probenpuffer für PAGE  s. 2.11 
   
Durchführung:  
Für die biochemische Analyse von transient transfizierten Zellen (s. 3.3.3), Zellen 
der Primärzellkultur (s. 3.3.5.5 und s. 3.3.5.4) bzw. mit Inhibitoren behandelten 
Zellen (s. 3.3.2) wurden die Zellkulturüberstände und Zellen getrennt voneinander 
aufgearbeitet.  
Die folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefü hrt. 
Die Zellkulturüberstände wurden abgenommen, gesammelt und durch 
Zentrifugation für 1 h bei 100000 x g und 4 °C von a bgestorbenen Zellen und 
Zelldebris getrennt. Daraufhin wurden die in den Überständen der Zentrifugation 
enthaltenen Proteine durch Acetonfällung (s. 3.1.4.2) konzentriert und 
anschließend mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
Die behandelten Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS (1) gewaschen, 
abgeschabt und homogenisiert. Zur Abtrennung der Zellkerne wurde das Zelllysat 
anschließend für 10 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifu giert. Die resultierenden 
Überstände wurden mit SDS-Probenpuffer (2) versetzt und ebenfalls mit Hilfe der 
Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
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3.3.2 Behandlung von Zellen mit Inhibitoren 
 
Lösungen: 
(1) Kulturmedium     s. 2.3 
 
Durchführung: 
Für die Behandlung von Zellen mit verschiedenen Inhibitoren wurden Zellen der 
Neuroblastoma-Zelllinie Neuro 2a (s. 2.2) verwendet.  
Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 105 - 106 Zellen / well auf 35 mm well -
Platten (Nunc, Wiesbaden) ausgesät und in Kulturmedium (1) kultiviert. Nach 24 h 
wurde das Medium durch serumfreies Kulturmedium (2) ersetzt, dem Inhibitoren in 
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt waren. Nach einer 24-stündigen 
Inkubation der Zellen in An- bzw. Abwesenheit der Inhibitoren wurden die 
Zellkulturüberstände und Zellen getrennt voneinander aufgearbeitet (s. 3.3.1). 
Die Tab. 3.4 gibt eine Übersicht über die in diesem Versuch verwendeten 
Inhibitoren. 
 
Tab. 3.4: Verwendete Inhibitoren (Behandlung von Zellen mit Inhibitoren) 
Name  Endkonzentration Herkunft 
Aprotinin 1 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
CGS 9343 B 10 - 20 µM Novartis Consumer Health (Nyon, Schweiz) 
Colchicin 1 - 5 µM Calbiochem (Bad Soden) 
“Complete- EDTA free” 1 Tablette / 50 ml Roche Diagnostics (Mannheim) 
Cytochalasin D 1 µM Calbiochem (Bad Soden) 
GM 6001 10 - 20 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Jasplakinolid 1 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Latrunculin B 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
Leupeptin 10 µM Calbiochem (Bad Soden) 
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3.3.3 Transiente Transfektion von Neuro 2a- und CHO-Zellen 
 
Lösungen: 
(1) Kulturmedium    s. 2.3 
 
Durchführung: 
Zellen der Zelllinie Neuro 2a (s. 2.2) sowie CHO (s. 2.2) wurden für die transiente 
Transfektion mit verschiedenen Expressionskonstrukten (s. 2.7) verwendet.  
Die Expressionskonstrukte wurden zuvor durch Transformation in den E. coli-
Stamm DH5α (s. 3.2.3 und 3.2.4) und anschließender Präparation von Plasmid-
DNS aus einer Bakterienkultur (s. 3.2.5) amplifiziert. Die vervielfältigten 
Expressionskonstrukte wurden mit Hilfe eines Restriktionsverdaus (s. 3.2.1) 
kontrolliert und die verdauten Ansätze in einem Agarosegel (s. 3.2.2) aufgetrennt 
und analysiert. 
Die transiente Transfektion von Zellen wurde mit Hilfe des Transfektionskits 
LIPOFECTAMINE PLUS Reagent (Life Technologies, Karlsruhe) nach Angaben 
des Herstellers (Shih et al., 1997) durchgeführt. Einen Tag vor der Transfektion 
wurden die Zellen in einer Zelldichte von 105 - 106 / well auf 35 mm well-Platten 
(Nunc, Wiesbaden) ausgesät und in Kulturmedium (1) kultiviert. Nach dem 
Erreichen einer Zelldichte von 80 - 90 % (nach ca. 18 - 24 h) wurde das 
Kulturmedium (1) gegen serumfreies Kulturmedium (1) ausgetauscht. Die Zellen 
wurden pro well mit 2 µg DNS transfiziert, bei gleichzeitiger Transfektion mit 
mehreren Expressionskonstrukten wurden jeweils 2 µg DNS verwendet.  
Die Tab. 3.5 gibt eine Übersicht über die verwendeten Expressionskonstrukte.   
Tab. 3.5: Verwendete Expressionskonstrukte 
Insert Spezies Plasmid 
E-GFP                      pcDNA3 
Furin Mensch pcDNA3 
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Insert Spezies Plasmid 
NCAM120              Maus pcDNA3 
NCAM140  Ratte pcDNA3 
NCAM180  Ratte pcDNA3 
PC1  Maus pRc/CMV 
PC2  Maus pRc/CMV 
PC5A  Maus pRc/CMV 
PC7  Ratte pRc/CMV 
PACE4  Mensch pcDNA3 
TACE  Maus pcDNA3 
dTACE  Maus pcDNA3 
 
Es wurden 6 µl Plus Reagent und 4 µl Lipofectamin pro well eingesetzt. Nach 
6-stündiger Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz wurde die 
Transfektion durch Zugabe von serum- und antibiotikahaltigem Kulturmedium (1) 
gestoppt. 24 h nach der Transfektion wurde das Kulturmedium (1) gegen 
serumfreies Kulturmedium (1) ausgetauscht und die Zellkulturüberstände und 
Zellen nach einer Kultivierung für weitere 24 h getrennt voneinander aufgearbeitet 
(s. 3.3.1).  
Die Transfektionseffizienz wurde durch die Cotransfektion der Zellen mit einem 
GFP-Expressionsplasmid überprüft. In etwa 30 % der Zellen konnte eine 
Expression des Proteins GFP nachgewiesen werden. 
3.3.4 Immunhistochemie an Neuro 2a-Zellen 
 
Lösungen: 
(1) Kulturmedium    s. 2.3.1 
(2) PBS     s. 2.11 
(3) 4 % PFA in PBS (1) 
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(4) PBST     0,3 % Triton X-100 in PBS (1) 
(5) Blockierungslösung   0,1 % BSA in PBST 
 
Durchführung:  
Für die immunhistochemische Analyse der Lokalisierung der zytoplasmatischen 
Domäne des Moleküls L1 wurden Zellen der Neuroblastoma-Zelllinie Neuro 2a 
verwendet (s. 2.2). 
Zellen der Zelllinie Neuro 2a wurden in einer Zelldichte von 105 - 106 Zellen / well 
in 35 mm well -Platten (Nunc, Wiesbaden) auf mit poly-L-Lysin 
(PLL) - beschichteten Deckgläschen (s. 3.3.5.1) ausgesät und in Kulturmedium 
(1) kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium durch serumfreies Kulturmedium (1) 
ersetzt und die Zellen nach weiteren 24 h für 1 h bei RT mit 4 % PFA in PBS (3) 
fixiert. Rückstände des Paraformaldehyds (PFA) wurden im Anschluß durch drei 
Waschschritte mit PBS (2) à 10 min entfernt. Nach Absättigung unspezifischer 
Bindungen durch eine 40-minütige Inkubation der Zellen bei RT mit 
Blockierungslösung (5) wurde eine Inkubation der Zellen mit dem anti-L1-
Antikörper 2c2 (s. 2.9.1) in einer Konzentration von 1:1000 in PBS (2) für 1,5 h bei 
RT angeschlossen. Die Zellen wurden im Anschluß dreimal mit PBS (2) à 10 min 
gewaschen und für maximal 1 h bei RT mit dem, mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
Cy3 gekoppelten, Zweitantikörper in einer Verdünnung von 1:200 in PBS (2) 
inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten à 10 min mit PBS (2) wurden die 
Zellen mit Aqua Poly / Mount Medium (Polysciences Inc., Warrington, USA) 
eingebettet. 
Der in diesem Versuch verwendete Sekundärantikörper wurde von Dianova 
(Hamburg) bezogen.  
Die Lagerung der Präparate erfolgte bei 4 °C. 
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3.3.5 Primärzellkultur 
3.3.5.1 Beschichtung von Deckgläschen mit poly-L-Lysin (PLL) 
Lösungen: 
(1) PBS     s. 2.11 
(2) poly-L-Lysin-Lösung    0,01 % PLL (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
      ad PBS (1) 
 
Durchführung: 
Die Deckgläschen (Durchmesser: 15 mm) wurden für eine halbe Stunde in einem 
Erlenmeyerkolben auf einem Schüttler mit Aceton gewaschen. Es wurden drei 
Waschschritte mit Wasser angeschlossen, um das Aceton zu entfernen. Die 
Beschichtung der Deckgläschen mit poly-L-Lysin erfolgte über Nacht bei 4 °C auf 
einem Schüttler. Dazu wurden die gewaschenen Deckgläschen in einer 
0,01 %igen poly-L-Lysin-Lösung (2) aufgenommen. Nach der Inkubation wurden 
die Deckgläschen erneut dreimal mit Wasser gewaschen und im Anschluss unter 
der Sterilbank in einer zuvor mit UV-Licht bestrahlten und mit Alu-Folie 
ausgelegten Wanne für 1,5 h – 2 h getrocknet. Nach 15-minütiger Bestrahlung 
der getrockneten Deckgläschen mit UV-Licht wurden diese unter sterilen 
Bedingungen aufbewahrt. 
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3.3.5.2 Kleinhirnexplantate 
  (Bix und Clark, 1998) 
 
Lösungen: 
(1) HBSS     (PAA Laboratories, Cölbe) 
(2) Kulturmedium   MEM (PAA Laboratories, Cölbe) 
10 % Pferdeserum (PAA Laboratories, Cölbe) 
10 % Fötales Kälberserum (PAA Laboratories, 
Cölbe)   
     200 µM L-Glutamin (PAA Laboratories, Cölbe)  
1 x Penicillin / Streptomycin [100 x (PAA 
Laboratories, Cölbe)] 
     10 µg/ml Insulin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 10 ng/ml Natriumselenit (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen)  
 
Durchführung: 
Für die Präparation von Kleinhirnexplantaten wurden 6 - 8 Tage alte C57BL/J6 
Wildtyp-Mäuse verwendet. 
Die Präparation wurde auf Eis durchgeführt. Der Tod der Mäuse wurde durch 
Dekaptierung herbeigeführt. Die Schädeldecke wurde eröffnet, das Gehirn 
entfernt und das Kleinhirn präpariert. Das Kleinhirn wurde in eiskalte HBSS (1) 
überführt. In einem weiteren Arbeitsschritt wurden unter Zuhilfenahme eines 
Stereomikroskopes die Hirnhaut und die assoziierten Blutgefäße des Organs 
entfernt. Mittels der umgebogenen Spitze einer Glaspasteurpipette wurde das 
Organ durch ein Draht-Netz mit einer Porengröße von 100 µm gedrückt. Die 
resultierenden Kleinhirnexplantate wurden vorsichtig dreimal mit eiskalter 
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HBSS (1) gewaschen. Das Absetzen der Explantate zwischen den einzelnen 
Waschschritten erfolgte mittels Sedimentation. Im Anschluss an die 
Waschschritte wurden die Gewebestückchen in Kulturmedium (2) aufgenommen 
(1 ml Kulturmedium / Kleinhirn) und auf Deckgläschen ausgesät. Auf ein zuvor mit 
HBSS (1) gewaschenes Deckgläschen wurden etwa 30 Explantate in einem 
Volumen von 50 µl gleichmäßig verteilt.  
Für die Analyse des L1- bzw. NCAM-abhängigen Neuritenwachstums wurden 
sowohl mit L1 als auch mit NCAM-beschichtete Deckgläschen verwendet: Mit PLL 
beschichtete Deckgläschen (s. 3.3.5.1) wurden über Nacht bei 4 °C unter sterilen 
Bedingungen mit nativem, murinen L1 und mit nativem NCAM der Maus [je 
2 µg/ml gelöst in HBSS (1)] inkubiert. Die Aufreinigung von nativem L1 der Maus 
wurde von Dr. G. Loers durchgeführt. Natives NCAM der Maus wurde 
freundlicherweise von A. Dahlmann zur Verfügung gestellt. Als Positivkontrolle 
wurden die Deckgläschen mit 1 µM Laminin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in 
HBSS (1) beschichtet. PLL-beschichtete Deckgläschen wurden als 
Negativkontrolle eingesetzt. 
Die Adhäsion der Explantate erfolgte über einen Zeitraum von 16 h. Im Anschluss 
wurden die auf den Deckgläschen haftenden Explantate in 1 ml serumfreies 
Kulturmedium (2) überführt. Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener 
Proteaseinhibitoren auf das L1- bzw. NCAM-abhängige Neuritenwachstum 
wurden die Explantate für weitere 24 h in An- oder Abwesenheit verschiedener 
Inhibitoren inkubiert. Einen Überblick über die verwendeten Inhibitoren gibt 
Tab. 3.6. 
 
Tab. 3.6: Verwendete Inhibitoren (Kleinhirnexplantate) 
Name  Endkonzentration Herkunft 
Aprotinin 1 µM Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
CGS 9343 B 10 - 20 µM Novartis Consumer Health (Nyon, Schweiz) 
GM 6001 10 - 20 µM Calbiochem (Bad Soden)  
Leupeptin 10 µM Calbiochem (Bad Soden)  
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Nach der Inkubationszeit von 24 h wurden die Kleinhirnexplantate zur Analyse 
des Neuritenwachstums fixiert und gefärbt (s. 3.3.5.3).  
3.3.5.3 Neuritenwachstum von Kleinhirnexplantaten 
 
Lösungen: 
(1) Färbelösung  1 % Toluidinblau (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen) 
      1 % Methylenblau 
      1 % Borax 
      ad dH2O 
(2) 25 % Glutaraldehyd 
(3) PBS (steril filtriert)   s. 2.11 
(4) Eukitt     (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
Durchführung: 
Für die Analyse des L1- bzw. NCAM-abhängigen Neuritenwachstums wurden die 
Kleinhirnexplantate (s. 3.3.5.2) nach 24-stündiger Inkubation mit verschiedenen 
Inhibitoren durch Hinzufügen von 25 %iger Glutaraldehydlösung 
[Endkonzentration: 2,5 % Glutaraldehyd, (2)] im Verhältnis 1:10 zum 
Kulturmedium fixiert. Nach einer Dauer von 20 - 30 min wurde die 
Fixierungslösung entfernt und die Explantate dreimal mit PBS (3) gewaschen. Zur 
Färbung der Kleinhirnexplantate wurde eine Inkubation für 15 - 20 min mit 
Färbelösung (1) angeschlossen, die Explantate dreimal mit autoklaviertem 
Wasser gewaschen und bei RT getrocknet. Die Deckgläschen wurden mit Hilfe 
von Eukitt (4) eingebettet. Die fixierten Kleinhirnexplantate wurden bei RT 
gelagert.  
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Die Auswertung des L1- und NCAM-abhängigen Neuritenwachstums erfolgte mit 
Hilfe des IBAS Image Analysis System (Kontron, Zeiss) und dem Programm „Carl 
Zeiss Vision KS 400 V2.0“. Es wurden pro Versuchsansatz die 10 längsten 
Neuriten von 15 Explantaten ausgezählt.  
3.3.5.4 Einzelzellkulturen von Kleinhirnneuronen 
Lösungen: 
(1) HBSS   (PAA Laboratories, Cölbe) 
(2) Medium X-1  MEM (PAA Laboratories, Cölbe)  
1 x Penicillin / Streptomycin [100 x (PAA Laboratories, 
Cölbe)] 
    0,1 % BSA  
    10 µg/ml Insulin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    4 nM L-Thyroxin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    100 µg/ml Transferrin (Calbiochem, Bad Soden) 
    0,027 TIU/ml Aprotinin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    30 nM Natriumselenit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    Optional: 
    1 x Natriumpyruvat (PAA Laboratories, Cölbe) 
    1 x L-Glutamin (PAA Laboratories, Cölbe) 
    10 % Fötales Kälberserum (PAA Laboratories, Cölbe) 
(3) Trypsin/DNase I-Lösung 
  0,2 g Trypsin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    20 mg DNase I (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    200 µl 80 mM MgCl2, pH 7,8 
    ad 20 ml HBSS 
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(4) DNase I-Lösung  10 mg DNase I (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
    50 mg Glucose 
    ad 20 ml MEM (PAA Laboratories, Cölbe) 
(5) Trypanblau  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
 
Durchführung: 
Die Präparation der Kleinhirnneuronen wurde in Zusammenarbeit mit Dr. G. Loers 
durchgeführt. 
Für die Präparation und Kultivierung von Kleinhirnneuronen wurden 6 - 8 Tage 
alte Wildtyp-Mäuse des Stammes C57BL/6J verwendet. Die Präparation des 
Kleinhirns wurde auf Eis durchgeführt. 
Die Tötung der Tiere erfolgte durch Dekaptierung. Das Gehirn wurde entnommen 
und das Kleinhirn präpariert. Nach Überführen des Kleinhirns in eiskalte HBSS-
Lösung (1) wurden unter zu Hilfenahme eines Stereomikroskopes assoziierte 
Blutgefäße und die Hirnhaut des Organs entfernt, das Kleinhirn in neue HBSS-
Lösung (1) aufgenommen und mit einer Schere in drei Stücke geteilt. Die 
Gewebestücke wurden einmal mit HBSS (1) gewaschen (5 ml HBSS / drei 
Kleinhirne). Nach Abnahme der HBSS-Lösung (1) wurde den Kleinhirnstücken 
Trypsin/DNase I-Lösung (3) (1 ml / drei Kleinhirne) hinzugefügt und nach einer 
15miütigen Inkubationszeit erneut drei Waschschritte mit HBSS-Lösung (1) 
angeschlossen. Nach Zugabe von DNase I-Lösung (4) (1 ml / drei Kleinhirne) 
wurden die Gewebestücke durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit einer 
abgerundeten Glaspasteurpipette mit abnehmendem Durchmesser homogenisiert. 
Der Zellsuspension wurden 5 ml HBSS-Lösung (1) hinzugefügt, der Ansatz für 
5 min auf Eis inkubiert und anschließend durch Zentrifugation für 15 min bei 
100 x g und 4 °C die Zellen sedimentiert. Kommt es na ch der Inkubation der 
Zellsuspension auf Eis zu einer Sedimentation von Gewebestücken, ist eine 
erneute Homogenisation mit Glaspasteurpipetten erforderlich. Nach der 
Zentrifugation wurde der resultierende Überstand vorsichtig abgenommen und die 
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Kleinhirnneuronen in Medium X1 (2) (5ml / 3 Kleinhirne) mit einer Temperatur von 
37 °C resuspendiert. 
Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 106 Zellen / ml ausgesät.  
Zur Expressionsanalyse des Proteins L1 in Kleinhirnneuronen wurden sowohl die 
Zellkulturüberstände, als auch die Kleinhirnneuronen aufgearbeitet (s. 3.3.1) und 
mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
3.3.5.5 Einzelzellkulturen von hippocampalen Neuronen 
  (Lochter et al., 1991; Brewer et al., 1993) 
 
Lösungen: 
(1) HBSS    (PAA Laboratories, Cölbe) 
(2) Präparationslösung  0,72 g BSA (Boehringer, Mannheim) 
     0,347 g MgSO4 
    
 ad 240 ml HBSS (1) 
(3) Lösung für Verdau  800 mg NaCl 
     37 mg KCl  
     99 mg Na2HPO4 
     595 mg HEPES 
     35 mg NaHCO3 
     ad 100 ml dH2O, pH 7,4 
(4) Trypsin/DNase-Lösung 6 mg Trypsin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
     1,5 mg Dnase I (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
     ad 1,8 ml Lösung für Verdau 
(5) Trypsininhibitorlösung  2,4 mg Trypsininhibitor (Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen) 
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     ad 4 ml Lösung für Verdau 
(6) Serum    Pferdeserum (PAA Laboratories, Cölbe) 
(7) DNase-Lösung   1 mg DNase I (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
     ad 2,5 ml Präparationslösung (2) 
(8) Trypanblau   (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
(9) Kulturmedium   500 mg D-Glucose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
100 µg/ml Transferrin (Calbiochem, Bad Soden) 
0,025 mg/ml Insulin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 
2 mM Glutamax I (Life Technologies, Karlsruhe) 
5 mg/ml Gentamycin (Life Technologies, 
Karlsruhe)  
 
Durchführung: 
Die Präparation der hippocampalen Neuronen wurde von G. Dityateva 
durchgeführt. 
Für die Präparation von hippocampalen Neuronen wurden 1 - 3 Tage alte 
Wildtyp-Mäuse des Stammes C57Bl/6J verwendet. Die Präparation wurde auf Eis 
durchgeführt.  
Die Tötung der Mäuse erfolgte durch Dekaptierung. Nach Eröffnen der 
Schädeldecke wurde das Gehirn entfernt und der Hippocampus präpariert. Das 
Gewebe wurde in 1 mm dicke Stücke geteilt und dreimal mit Präparationslösung 
(2) und im Anschluss einmal mit HBSS-Lösung (1) gewaschen. Daraufhin wurde 
dem Gewebe Trypsin-DNase I-Lösung (3) hinzugefügt und eine Inkubation für 
5 min angeschlossen. Nach weiteren zwei Waschschritten mit Präparationslösung 
(2) wurde der Ansatz für 5 min mit Trypsininhibitorlösung (5) versetzt, das 
Gewebe erneut mit Präparationslösung (2) gewaschen und für 10 min mit einer 
Mischung aus Präparationslösung (2) und Serum (6) (Verhältnis 1:5) inkubiert. 
Der Ansatz wurde erneut mit Trypsininhibitorlösung (5) versetzt und die 
nachfolgenden Arbeitsschritte wie oben beschrieben durchgeführt. Daraufhin 
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wurden zwei Waschschritte mit Präparationslösung (2) angeschlossen, DNase I-
Lösung (7) hinzugefügt und die Gewebestücke mit Hilfe einer abgerundeten 
Glaspasteurpipette mit abnehmendem Durchmesser durch mehrmaliges Auf- und 
Abpipettieren zu einer homogenen Zellsuspension verarbeitet. Der 
Zellsuspension wurde Präparationslösung (2) hinzugefügt und für 15 min bei 
80 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde ab genommen und die Zellen 
wurden ein weiteres Mal in Präparationslösung (2) gewaschen. Die nach der 
Zentrifugation sedimentierten Zellen wurden in Präparationslösung (2) 
aufgenommen und in einer Dichte von 1000 Zellen / mm2 ausgesät.  
In den ersten drei Tagen wurden die Zellen in Kulturmedium (8) mit 10 % Serum 
(6) kultiviert. Am dritten Tag und jeweils zwei Tage später wurde die Hälfte des 
Mediums entfernt und durch Kulturmedium mit den Zusätzen 5% Serum (6), 
2 % B-27 supplement (Life Technologies, Karlsruhe) und 5 µM Ara C (Cytosine b-
D-Arabinofuranoside, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) ersetzt. 
Zur Expressionsanalyse des Proteins L1 in hippocampalen Neuronen wurden 
sowohl die Zellkulturüberstände, als auch die Kleinhirnneuronen aufgearbeitet 
(s. 3.3.1) und mit Hilfe der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) untersucht. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Untersuchungen zu der Entstehung und der Bedeutung 
löslicher Fragmente des neuralen Zelladhäsionsmoleküls 
NCAM für das Zentrale Nervensystem 
Das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAM ist im Zentralen Nervensystem an einer 
Vielzahl von Prozessen wie der Zellmigration, dem Neuritenwachstum und der 
Axonfaszikulierung beteiligt (Murase und Schuman, 1999; Ronn et al., 2002) 
(s. 1.4.1). Zusätzlich zu den membranständigen Isoformen des Moleküls 
NCAM180, NCAM140 und NCAM120 (Doherty et al., 1989; Doherty et al., 1990), 
wurden lösliche NCAM-Fragmente nachgewiesen, die nicht nur in physiologische 
Prozesse wie der synaptischen Plastizität (Fazeli et al., 1994) involviert zu sein 
scheinen, sondern auch unter pathologischen Bedingungen des Zentralen 
Nervensystems eine Rolle spielen (Vawter et al., 2001) (s. 1.4.1.1). Das 
Vorkommen löslicher Fragmente des Moleküls NCAM erweitert dessen 
Einsatzbereich über einen „parakrinen“ Mechanismus hinaus und erhöht die 
Vielfältigkeit seiner Funktionen. Bisher konnte die Entstehung löslicher NCAM-
Fragmente noch nicht im Detail aufgeklärt werden. Bereits veröffentlichte Studien 
weisen darauf hin, dass lösliche Fragmente des Moleküls durch die Spaltung der 
extrazellulären Domäne, d.h. der regulierten Prozessierung der 
membranständigen Isoformen und nicht durch den Vorgang des „Alternativen 
Spleißens“ entstehen. 
Um einen Hinweis auf die Herkunft löslicher NCAM-Fragmente zu erhalten und 
deren Entstehung und Bedeutung für das Zentrale Nervensystem zu untersuchen, 
wurden im Rahmen dieser Arbeit in vitro (s. 4.1.1.1 und 4.1.1.2) und in vivo 
(s. 4.1.1.3) Proteolyseassays durchgeführt. Mit Hilfe von Transfektionsstudien 
(s. 4.1.1.5) sollte die für die Entstehung der löslichen NCAM-Fragmente 
verantwortliche Protease ermittelt werden. Neben Experimenten zur 
Untersuchung der regulierten Spaltung membranständiger NCAM-Isoformen in 
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Abhängigkeit des Kalziumsensors Calmodulin (s. 4.1.2.1 und 4.1.2.2), sowie des 
Zytoskeletts (s. 4.1.3.1) wurde der Einfluss der regulierten Prozessierung des 
Moleküls NCAM auf das NCAM-abhängige Neuritenwachstum (s. 4.1.3.2 und 
4.1.3.3) analysiert. 
4.1.1 Die Entstehung des löslichen Fragmentes NCAM110 
4.1.1.1 Die Freisetzung membranständiger NCAM-Isoformen durch 
regulierte Proteolyse  
Zur Untersuchung der Entstehung löslicher NCAM-Fragmente wurden in vitro 
Proteolyseassays (s. 3.1.10) in An- bzw. Abwesenheit verschiedener 
Proteaseinhibitoren durchgeführt. Neben den Metalloproteasen der ADAM-
Familie (s. 1.2.1.1) und den Matrixmetalloproteasen (s. 1.2.1.2) sind auch 
Serinproteasen (s. 1.2.2) an der Spaltung von Transmembranproteinen beteiligt. 
Basierend auf dieser Tatsache wurden im Rahmen dieses Experimentes die 
Metalloproteaseinhibitoren EDTA, 1,10-o-Phenanthrolin und GM 6001, sowie der 
Serin- und Cysteinproteaseinhibitor Leupeptin verwendet. Liegt der Entstehung 
löslicher NCAM-Fragmente die Prozessierung membranständiger Isoformen 
zugrunde, kommt es während der Inkubation der für den Proteolyseassay 
verwendeten isolierten Membranen bei 37 °C zur Spaltun g und Freisetzung 
löslicher NCAM-Fragmente durch die verantwortliche Protease. Der Einsatz 
wirksamer Proteaseinhibitoren führt zu einer Inhibition der Freisetzung löslicher 
Fragmente.  
Unter Kontrollbedingungen, in Abwesenheit eines Proteaseinhibitors 
(Abb. 4.1, Spur 1), sowie in Anwesenheit des Serin- und 
Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin (Abb. 4.1, Spur 4) wurde ein lösliches 
NCAM-Fragment mit einem Molekulargewicht von 110 kDa in den Überständen 
nachgewiesen. Das Molekulargewicht dieses Fragmentes stimmte mit dem 
Molekulargewicht der Hauptkomponente löslicher NCAM-Fragmente überein 
(Nybroe et al., 1989). Nach der Inkubation der isolierten Membranen mit EDTA 
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(Abb. 4.1, Spur 2) fehlte dagegen das lösliche NCAM110-Fragment in dem 
Überstand des Ansatzes. EDTA ist in der Lage zweiwertige Ionen (z.B. Zink-, 
Kalzium- oder Magnesiumionen) zu binden. Das Fehlen des Fragmentes 
NCAM110 in dem Überstand des 
Ansatzes nach der Behandlung mit 
EDTA weist daraufhin, dass für die 
Entstehung löslicher NCAM-
Fragmente zweiwertige Ionen 
essentiell sind. Die an der Spaltung 
zahlreicher Transmembranproteine 
beteiligten Metalloproteasen haben als 
Voraussetzung für ihre Aktivität in 
ihrem katalytischen Zentrum ein 
zweiwertiges Zinkion gebunden. 
Darüber hinaus sind zwei bis drei 
Kalziumionen und ein weiteres Zinkion 
an der Stabilisierung der katalytischen 
Domäne beteiligt. EDTA ist daher in 
der Lage, die Spaltung von 
Transmembranproteinen und die 
Entstehung löslicher Fragmente durch 
eine Inhibition der verantwortlichen 
Metalloprotease zu verhindern (Black 
und White, 1998). Der Einfluss von 
EDTA auf die Entstehung des 
Fragmentes NCAM110 ließ darauf 
schließen, dass lösliche Fragmente 
des Zelladhäsionsmoleküls NCAM 
durch die Spaltung membranständiger Isoformen unter Beteiligung einer 
Metalloprotease von der Membran gelöst werden. Die Aktivität von 
Metalloproteasen kann in vitro nicht nur durch EDTA, sondern durch einen 
weiteren Chelator, das 1,10-o-Phenanthrolin inhibiert werden (Black und White, 
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Abb. 4.1: Nachweis der löslichen NCAM-
Fragmente in den Überständen des in vitro 
Proteolyseassays nach der Inkubation mit 
verschiedenen Proteaseinhibitoren. Isolierte 
Membranen wurden für 2 h bei 37 °C in An-  bzw. 
Abwesenheit (Spur 1) der Proteaseinhibitoren EDTA 
(5 mM, Spur 2), GM 6001 (10 µM, Spur 3), 
Leupeptin (10 µM, Spur 4) und 1,10-o-Phenanthrolin 
(10 µM, Spur 5) inkubiert (s. 3.1.10). Im Anschluss 
wurden die Proben durch Zentrifugation in Überstand 
und Sediment getrennt. Die in den Überständen 
enthaltenen Proteine wurden mittels Immunoblot-
Analyse unter Verwendung des anti-NCAM-
Antikörpers 2B2 untersucht. Das Balkendiagramm 
zeigt eine densitometrische Auswertung der Bande 
des NCAM110-Fragmentes dreier unabhängiger 
Experimente. Die Position der unterschiedlichen 
NCAM-Fragmente ist durch Pfeile markiert.  
  Kapitel 4 - Ergebnisse  Seite 81 
1998). Nach der Inkubation der isolierten Membranen mit dem Inhibitor (Abb. 4.1, 
Spur 5) war die in den Überständen detektierbare Menge des Fragmentes 
NCAM110 auf weniger als 20 % des Kontrollansatzes reduziert. Auch der Einsatz 
des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 (Abb. 4.1, Spur 3), dessen 
Wirkungsmechanismus nicht auf der Chelatierung von zweiwertigen Metallionen 
beruht, führte zu einer Abnahme des in den Überständen detektierbaren 
Fragmentes NCAM110.   
Die Inhibition der Freisetzung des löslichen Fragmentes NCAM110 in 
Anwesenheit der Metalloproteaseinhibitoren EDTA, sowie GM 6001 und 
1,10-o-Phenanthrolin zeigte, dass lösliche Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls 
durch die regulierte Prozessierung der extrazellulären Domäne des Moleküls 
entstehen. An der Prozessierung membranständiger NCAM-Fragmente scheint 
eine Metalloprotease beteiligt zu sein. Die Beteiligung einer Cystein- oder 
Serinprotease an der Spaltung konnte, aufgrund des fehlenden Einflusses des 
Inhibitors Leupeptin auf die Entstehung des Fragmentes NCAM110, 
ausgeschlossen werden.  
4.1.1.2 PSA-tragende lösliche Fragmente des Moleküls NCAM  
Zu den Hauptkomponenten der löslichen NCAM-Formen zählt neben dem bereits 
in Kapitel 4.1.1.1 beschriebenen löslichen Fragment des Zelladhäsionsmoleküls 
NCAM110 ein Fragment mit einem Molekulargewicht von 180 kDa (sNCAM180) 
(Nybroe et al., 1989; Krog et al., 1992; Takamatsu et al., 1994).  
In den Überständen der Ansätze des Proteolyseassays (s. 4.1.1.1) konnte 
zusätzlich zu NCAM110 ein weiteres lösliches Fragment detektiert werden 
(Abb. 4.1, Spur 1 und 4). Das Bruchstück wies ein für lösliche Fragmente des 
Moleküls NCAM charakteristisches Molekulargewicht von 180 kDa auf. Unter 
Kontrollbedingungen, in Abwesenheit eines Proteaseinhibitors (Abb. 4.1, Spur 1), 
sowie in Anwesenheit des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin 
(Abb. 4.1, Spur 4) war das lösliche NCAM-Fragment mit einem Molekulargewicht 
von 180 kDa in den Überständen der Ansätze nachweisbar. Im Gegensatz dazu 
fehlte nach der Inkubation der isolierten Membranen mit den 
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Metalloproteaseinhibitoren EDTA (Abb. 4.1, Spur 2), GM 6001 (Abb. 4.1, Spur 3) 
und 1,10-o-Phenanthrolin (Abb. 4.1, Spur 5) das lösliche Fragment sNCAM180 in 
den Überständen. Die Entstehung des löslichen 180 kDa schweren NCAM-
Fragmentes scheint wie die Freisetzung des Fragmentes NCAM110 von der 
Aktivität einer Metalloprotease abhängig zu sein. 
Basiert die Entstehung der löslichen Fragmente NCAM110 und sNCAM180, wie 
das Ergebnis des Proteolyseassays vermuten ließ, auf der Spaltung 
membranständiger NCAM-Isoformen, beträgt das zu erwartende Molekulargewicht 
der von der Membran freigesetzten und für alle NCAM-Isoformen in der 
Aminosäuresequenz identischen extrazellulären Domäne etwa 110 kDa (s. 1.4.1). 
Das Molekulargewicht der in den Überständen des Proteolyseassays 
detektierbaren Bande von 180 kDa stand im Gegensatz zu der berechneten 
Größe der extrazellulären Domäne der Isoformen NCAM180, NCAM140 und 
NCAM120.- Zahlreiche Moleküle unter anderem auch NCAM werden durch 
posttranslationale Glykosylierungen modifiziert. NCAM ist jedoch einzigartig darin, 
dass es eine große Menge des negativ geladenen Zuckers, der α2,8-verknüpften 
Polysialinsäure (PSA) trägt (Hoffman et al., 1982). Kommt es zu einer Freisetzung 
membrangebundener glykosylierter, mit Polysialinsäure verknüpfter NCAM-
Isoformen, so erhöht sich das zu erwartende Molekulargewicht der freigesetzten 
NCAM-Fragmente um die Anzahl der Zucker. Dies führte zu der Vermutung, dass 
das in den Überständen der Ansätze des Proteolyseassays nachgewiesene 
lösliche Fragment sNCAM180 durch die Spaltung PSA-tragender 
membranständiger NCAM-Isoformen entsteht. Zur Untersuchung dieser 
Hypothese wurden die Ansätze der Überstände des Proteolyseassays erneut 
mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung eines anti-PSA-Antikörpers 
untersucht.  
Die Abb. 4.2 zeigt unter Kontrollbedingungen (Abb. 4.2, Spur 1) sowie in der 
Anwesenheit des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin (Abb. 4.2, 
Spur 4) ein PSA-tragendes Fragment mit einem Molekulargewicht von 180 kDa, 
wohingegen in Anwesenheit der Metalloproteaseinhibitoren EDTA (Abb. 4.2, 
Spur 2), GM 6001 (Abb. 4.2, Spur 3) und 1,10-o-Phenanthrolin (Abb. 4.2, Spur 5) 
der Anteil des PSA-tragenden Fragmentes in den Überständen reduziert ist. Das 
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mit dem anti-NCAM-Antikörper 2B2 nachweisbare 180 kDa-Fragment schien mit 
dem PSA-tragenden Fragment 
von 180 kDa identisch zu sein. 
Dieses Ergebnis unterstützte 
die Vermutung, dass lösliche 
Fragmente mit einem 
Molekulargewicht größer als 
110 kDa durch die Spaltung 
membranständiger 
glykosylierter NCAM-Isoformen 
entstehen.  
Um diese Hypothese zu 
untermauern, wurde der in 
Abwesenheit von 
Proteaseinhibitoren inkubierte 
Überstand eines 
Proteolyseassays einem enzymatischen Verdau mit dem Enzym Endo N 
unterzogen (s. 3.1.11). Das auch 
als Endo-Neuraminidase 
bezeichnete Enzym ist in der Lage, 
innerhalb einer α2,8-verknüpften 
Sialinsäurekette zu spalten.  
Der Nachweis der löslichen 
NCAM-Fragmente mit Hilfe des 
anti-NCAM-Antikörpers 2B2 in den 
Überständen des in vitro 
Proteolyseassays zeigte in An- und 
Abwesenheit des Enzyms eine 
Bande mit einem Molekulargewicht 
von 110 kDa (Abb. 4.3, Spur 1 und 
2). Daraus folgte, dass das in den 
Überständen der Proteolyseassays detektierbare Fragment NCAM 110 keine 
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Abb. 5.4: Übersicht über die durch Prozessierung des 
Moleküls L1 in der sechsten Ig-Domäne und ersten Fn-
Domäne von der Protease MMP9 generierten putativen 
löslichen L1-Fragmente. Die Spaltung des Fragmentes L1-
180 in der ersten Fibronektindomäne führt zu der Generierung 
eines löslichen Bruchstückes mit einem Molekulargewicht von 
80 kDa. 
Abb. 4.3: Analyse des enymatischen Verdaus der 
Proben des in vitro Proteolyseassays unter 
Kontrollbedingungen mit dem Enzym Endo N.  Der in 
Abwesenheit eines Proteaseinhibitors inkubierte 
Überstand eines Proteolyseassays wurde ü.N. in Ab- 
(Spur 1 und 3) bzw. Anwesenheit des Enzyms (Spur 2 
und 4) Endo N verdaut (s. 3.1.11). Die in den Ansätzen 
enthaltenen Proteine wurden mittels Immunoblot-
Analyse unter Verwendung des anti-NCAM-Antikörpers 
2B2 (Spur 1 und 2) sowie des anti-PSA-Antikörpers 
(Spur 3 und 4) untersucht. Die Position der 
unterschiedlichen NCAM-Fragmente ist durch Pfeile 
markiert. 
Abb. 4.2: Nachweis der löslichen PSA-tragenden NCAM-
Fragmente in den Überständen des in vitro 
Proteolyseassays nach der Inkubation mit verschiedenen 
Proteaseinhibitoren. Isolierte Membranen wurden für 2 h bei 
37 °C in An-  bzw. Abwesenheit (Spur 1) der 
Proteaseinhibitoren EDTA (5 M, Spur 2), GM 6001 (10 µM, 
Spur 3), Leupeptin (10 µM, Spur 4) und 1,10-o-Phenanthrolin 
(10 µM, Spur 5) inkubiert (s. 3.1.10). Im Anschluss wurden die 
Proben durch Zentrifugation in Überstand und Sediment 
getrennt. Die in den Überständen enthaltenen Proteine wurden 
mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-PSA-
Antikörpers untersucht.  
 Kapitel 4 - Ergebnisse Seite 84
Glykosylierungen in Form der Polysialinsäure aufwies. Ein lösliches Fragment mit 
einem Molekulargewicht von 180 kDa konnte in den Ansätzen des in vitro 
Proteolyseassays mit Hilfe anti-NCAM-Antikörpers 2B2 nicht nachgewiesen 
werden. Die Menge der PSA-tragenden NCAM-Fragmente schien in diesem 
Versuch unter der Nachweisgrenze zu liegen. Im Gegensatz dazu war das 
Fragment sNCAM180 unter Verwendung des anti-PSA-Antikörpers in dem 
Überstand des nicht mit dem Enzym Endo N behandelten Ansatzes detektierbar 
(Abb. 4.3, Spur 3). Der anti-PSA-Antikörper scheint im Vergleich zu dem anti-
NCAM-Antikörper 2B2 eine höhere Spezifität für PSA-tragende Proteine, d.h. für 
PSA-tragende NCAM-Formen aufzuweisen. In dem mit Endo N verdauten Ansatz 
konnte kein PSA-tragendes Fragment in dem Überstand detektiert werden 
(Abb. 4.3, Spur 4). Die Neuraminidase spaltet Polysialinsäureketten und entfernt 
somit das Erkennungsepitop des anti-PSA-Antikörpers. Dies führt dazu, dass die 
in dem Ansatz enthaltenen NCAM-Fragmente von dem anti-PSA-Antikörper nicht 
mehr erkannt werden können.  
Die Spaltung membranständiger NCAM-Isoformen scheint unabhängig von dem 
Glykosylierungsmuster der Proteine zu erfolgen. Lösliche NCAM-Fragmente mit 
einem Molekulargewicht von 110 kDa entstehen durch die Spaltung 
membranständiger nicht-glykosylierter NCAM-Isoformen, wohingegen lösliche 
NCAM-Fragmente mit einem Molekulargewicht größer als 110 kDa durch die 
Spaltung glykosylierter NCAM-Isoformen entstehen.  
4.1.1.3 Metalloproteasen als verantwortliche Enzyme? 
Die Ergebnisse des in vitro Proteolyseassays (s. 4.1.1.1) führten zu der 
Vermutung, dass lösliche Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls NCAM durch die 
Spaltung der extrazellulären Domäne des Moleküls entstehen, an der eine 
Metalloprotease beteiligt zu sein scheint. Um diese Vermutung zu bekräftigen, 
wurden in Zellkultur in vivo Inhibitorassays (s. 3.3.2) unter Verwendung 
verschiedener Proteaseinhibitoren durchgeführt.  
In den Zellkulturüberständen des Inhibitorassays konnte unter 
Kontrollbedingungen, in Abwesenheit eines Proteaseinhibitors (Abb. 4.4, Spur 1) 
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und in Anwesenheit des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin 
(Abb. 4.4, Spur 3) ein NCAM-Fragment mit einem Molekulargewicht von 110 kDa 
nachgewiesen werden. In Anwesenheit des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 
(Abb. 4.4, Spur 2) war das Fragment NCAM110 nicht detektierbar. Lösliche 
NCAM-Fragmente mit einem Molekulargewicht größer als 110 kDa fehlten in den 
Zellkulturüberständen. Die Glykosylierungsmuster von Proteinen der 
Neuroblastomazelllinie Neuro 2a scheinen sich von denen der murinen NCAM-
Proteine zu unterscheiden.  
Das Ergebnis des in vivo Inhibitorassays unterstützte die Hypothese, dass lösliche 
Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls NCAM durch die Spaltung 
membranständiger NCAM-Isoformen entstehen. Sowohl in vitro als auch in vivo 
scheint eine Metalloprotease und keine Serin- oder Cysteinprotease für die 
Freisetzung der extrazellulären Domäne verantwortlich zu sein. 
4.1.1.4 Proteasen und Phospholipasen: zwei verschiedene Mechanismen? 
Das lösliche Fragment NCAM110 kann in vitro durch die Behandlung mit der 
phoshatidylinositol-specific Phospholipase C (He et al., 1986; Sadoul et al., 1986) 
generiert werden. Das Enzym PI-PLC ist in der Lage, GPI-verankerte Proteine 
durch Spaltung ihres Membranankers zu solubilisieren. Darüber hinaus konnten 
Endo et al. in in vitro-Studien zeigen, dass die membranverankerten Isoformen 
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Abb. 4.4: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in 
den Zellkulturüberständen von Neuro 2a Zellen 
nach der Inkubation mit verschiedenen 
Proteaseinhibitoren. Zellen der Zelllinie Neuro 2a 
wurden in An- bzw. Abwesenheit (Spur 1) des 
Metalloproteaseinhibitors GM 6001 (10 µM, Spur 2) 
und des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors 
Leupeptin (10 µM, Spur 3) inkubiert (s. 3.3.2). Im 
Anschluss wurden die in den Zellkulturüberständen 
enthaltenen Proteine mittels Immunoblot-Analyse 
(s. 3.1.2) unter Verwendung des anti-NCAM-
Antikörpers 2B2 untersucht. Das Blockdiagramm zeigt 
eine densitometrische Auswertung dreier 
unabhängiger Experimente. 
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NCAM140 und NCAM180 von der Serinprotease Plasmin gespalten werden 
können (Endo et al., 1998; Endo et al., 1999). Allerdings weisen die entstandenen 
Spaltprodukte Molekulargewichte von 60 kDa und 90 kDa auf. Die Freisetzung 
löslicher NCAM-Fragmente scheint auf zwei verschiedenen Mechanismen zu 
beruhen, an denen Enzyme unterschiedlicher Klassen beteiligt sind. So wird 
vermutet, dass die Isoform NCAM120 durch die Spaltung des GPI-
Membranankers unter Beteiligung von Phospholipasen von der Membran gelöst 
wird. In den Prozess der Spaltung der membranständigen NCAM-Isoformen 
NCAM140 und NCAM180 scheinen dagegen Proteasen involviert zu sein.  
Zur Beantwortung der Frage, welche der NCAM-Isoformen durch die 
Prozessierung der extrazellulären Domäne unter Beteiligung einer 
Metalloprotease von der Membran gelöst werden kann, wurden in 
Zellkulturexperimenten NCAM-negative Zellen der Zelllinie CHO transient mit den 
Expressionskonstrukten kodierend für die membranständigen Isoformen 
NCAM180, NCAM140 und der GPI-verankerten NCAM-Isoform NCAM120 
transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden in An- bzw. Abwesenheit des 
Metalloproteaseinhibitors GM 6001 inkubiert, der in der Lage ist, die an der 
Entstehung löslicher NCAM-Fragmente beteiligte Metalloprotease zu inhibieren.   
In Abwesenheit des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 wurde in den 
Zellkulturüberständen der transient mit den Expressionskonstrukten NCAM180 
und NCAM140 transfizierten Zellen eine 110 kDa Bande (Abb. 4.5, Spur 3 und 5) 
nachgewiesen, wohingegen nach der Transfektion der Zellen mit dem 
Expressionskonstrukt NCAM120 zwei Banden (Abb. 4.5, Spur 1) mit einem 
NCAM 120 NCAM 140 NCAM 180
NCAM 110
1       2             3        4          5        6            
Abb. 4.5: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von transient mit den 
Expressionskonstrukten NCAM180, NCAM140 und NCAM120 transfizierten CHO-Zellen nach der 
Inkubation mit dem Metalloproteaseinhibitor GM 6001. Zellen der Zelllinie CHO wurden transient mit den 
Expressionskonstrukten NCAM180, NCAM140 und NCAM120 transfiziert und anschließend in An- bzw. 
Abwesenheit (Spur 1, 3 und 5) des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 (10 µM, Spur 2, 4 und 6) inkubiert 
(s. 3.3.3). Im Anschluss wurden die in den Zellkulturüberständen enthaltenen Proteine mittels Immunoblot-
Analyse unter Verwendung des anti-NCAM-Antikörpers 2B2 untersucht.  
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Molekulargewicht von 100 kDa und 120 kDa detektierbar waren. Die durch 
Spaltung der NCAM-Isoform NCAM120 entstandenen Fragmente unterschieden 
sich von dem durch Prozessierung der Isoformen NCAM140 und NCAM180 
freigesetzten Fragment.  
Nach der Behandlung der mit NCAM140 und NCAM180 transfizierten Zellen mit 
dem Metalloproteaseinhibitor GM 6001 fehlte das Fragment mit einem 
Molekulargewicht von 110 kDa in den Zellkulturüberständen (Abb. 4.5, 
Spur 4 und 6). Die Freisetzung des extrazellulären Anteils der GPI-verankerten 
Isoform NCAM120 wurde durch die Inkubation mit dem Inhibitor GM 6001 nicht 
beeinflusst (Abb. 4.5, Spur 2).  
Daraus folgte, dass das lösliche Fragment NCAM110 durch die proteolytische 
Spaltung der extrazellulären Domäne der Transmembranproteine NCAM180 und 
NCAM140 unter Beteiligung einer Metalloprotease freigesetzt wird. Der Spaltung 
der GPI-verankerten NCAM-Isoform NCAM120 liegt dagegen ein anderer 
Mechanismus zugrunde. Zusammenfassend lässt sich aus diesem Ergebnis 
schlussfolgern, dass die Entstehung löslicher NCAM-Fragmente von zwei 
verschiedenen Mechanismen reguliert wird. 
4.1.1.5 Die Metalloprotease TACE (TNF α converting enzyme)  
An der regulierten Proteolyse von Transmembranproteinen sind neben den der 
Metalloproteasefamilie zugehörigen Mitgliedern der MMPs (s. 1.2.1.2) und den 
Prohormonkonvertasen (s. 1.2.1) vor allem Vertreter der ADAM-Familie 
(s. 1.2.1.1) beteiligt (Werb und Yan, 1998). ADAMs gehören zu der Familie der 
Metalloproteasen. Sowohl die Ergebnisse des in vitro Proteolyseassays 
(s. 4.1.1.1), als auch des in vivo Inhibitorassays (s. 4.1.1.3) wiesen darauf hin, 
dass für die Spaltung der membranständigen Isoformen NCAM180 und NCAM140 
eine Metalloprotease verantwortlich ist. Die Vermutung lag daher nah, dass in die 
Freisetzung löslicher NCAM-Fragmente eine Mitglied der ADAM-Familie involviert 
sein könnte. Die Metalloprotease ADAM 17, auch als tumor necrosis factor α 
converting enzyme (TACE) bezeichnet, zählt zu den am besten untersuchten 
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Vertretern der ADAM-Familie. Zahlreiche Substrate der Protease konnten bereits 
identifiziert werden.  
Erste Hinweise für eine Beteiligung der Metalloprotease ADAM17 an der Spaltung 
membranständiger NCAM-Isoformen gaben Versuche mit TACE-defizienten 
Fibroblasten, die mit einem TACE-Expressionkonstrukt retransfiziert wurden. Erst 
nach der Transfektion war in den Zellkulturüberständen der Fibroblasten ein 
lösliches NCAM-Fragment mit einem Molekulargewicht von 110 kDa nachweisbar 
(Bohrmann, 2001).  
Um die Hinweise der Beteiligung von TACE an der Prozessierung von NCAM zu 
untermauern, wurde ein dominant-negativer Versuchsansatz gewählt. Zellen der 
Zelllinie Neuro 2a wurden mit einem Kontrollvektor, einem Expressionskonstrukt 
kodierend für TACE und einem Expressionskonstrukt kodierend für eine defiziente 
Form von TACE (dTACE) transient transfiziert (s. 3.3.3). Das von dem 
Expressionkonstrukt dTACE exprimierte Protein enthält keine Proteasedomäne 
und ist somit proteolytisch inaktiv. Die Deletion der katalytischen Domäne eines 
Enzyms kann unter anderem die Faltung und Reifung des Proteins negativ 
beeinflussen. Eine Akkumulation des mutierten Proteins im ER könnte die Folge 
sein. Weiterhin kann die Deletion der katalytischen Domäne auch zu einer 
veränderten zellulären Lokalisierung der Protease führen. Darüber hinaus sind 
dominant-negative Konstrukte von Proteasen der ADAM-Familie in der Lage, 
Substrate über adhäsive Domänen zu binden, sie aber nicht proteolytisch zu 
spalten. Es kommt zu einer Blockierung des Enzyms durch das Substrat, das für 
andere proteolytisch aktive Enzyme nicht mehr zur Verfügung steht (Beer et al., 
1999). 
Die Abb. 4.6 A zeigt ein lösliches NCAM-Fragment in den Zellkulturüberständen 
der mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen (Abb. 4.6 A, Spur 1). Eine geringe 
Zunahme des Fragmentes NCAM110 war nach der Transfektion der Zellen mit 
dem Expressionskonstrukt für die funktionelle Form der Protease TACE 
detektierbar (Abb. 4.6 A, Spur 2). Im Gegensatz dazu führte die Transfektion mit 
dem dominant-negativen TACE-Konstrukt zu einer Abnahme des löslichen 
NCAM-Fragmentes auf weniger als 25 % der in den Kontrollansätzen 
nachgewiesenen Menge, wie das Blockdiagramm in Abb. 4.6 A zeigt. Neben 
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endogenem TACE mit einem Molekulargewicht von 60 kDa, sowie prozessiertem 
endogenem Enzym (Abb. 4.6 B, Spur 1) konnte in den Zellextrakten der 
transfizierten Zellen sowohl aktives TACE (110 kDa, Abb. 4.6 B, Spur 2), als auch 
die dominant-negative Form von TACE mit einem Molekulargewicht von 45 kDa 
(Abb. 4.6 B, Spur 3) nachgewiesen werden.  
Dieser Versuch zeigte, dass die Metalloprotease TACE, ein Mitglied der ADAM-
Familie, in der Lage ist, membranständige NCAM-Isoformen zu spalten. 
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Abb. 4.6: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von transient mit den 
Expressionskonstrukten TACE und dTACE transfizierten Neuro 2a-Zellen. A: Zellen der 
Neuroblastoma Zelllinie Neuro 2a wurden mit einem Kontrollvektor (pcDNA3, Spur 1), einem 
Expressionskonstrukt kodierend für TACE (Spur 2) und einem Expressionskonstrukt kodierend für eine 
defiziente Form von TACE (dTACE, Spur 3) transient transfiziert (s. 3.3.3). Die in den Zellkulturüberständen 
enthaltenen Proteine wurden mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-NCAM-Antikörpers 
2B2 untersucht. Das Blockdiagramm zeigt eine densitometrische Auswertung dreier unabhängiger 
Experimente. B: Zur Kontrolle der von den eingebrachten Expressionskonstrukten exprimierten TACE-
Proteine wurden die transfizierten Zellen aufgearbeitet (s. 3.3.1) und die Proteine mit Hilfe der Immunoblot-
Analyse unter Verwendung des anti-TACE-Antikörpers analysiert. Die Lage der verschiedenen TACE-
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4.1.2 Calmodulin und das Zelladhäsionsmolekül NCAM 
4.1.2.1 Regulation der Prozessierung von NCAM durch Calmodulin 
Für das Verständnis der Funktion der Proteolyse von Transmembranproteinen ist 
die Identifizierung der beteiligten Proteasen und vor allem die diesen Prozess 
bestimmenden Regulationsmechanismen essentiell. Diaz-Rodriguez et al. 
konnten zeigen, dass an der Regulation des Ectodomain Sheddings der 
Transmembranproteine des transforming growth factor-α receptors, des amyloid 
precursor proteins, der tyrosine receptor kinase A oder des L-selectins der 
Kalziumsensor Calmodulin beteiligt ist. Calmodulininhibitoren stimulieren die 
Freisetzung der extrazellulären Domäne dieser Moleküle (Diaz-Rodriguez et al., 
2000).  
Um zu überprüfen, ob die Prozessierung der membranständigen Isoformen 
NCAM140 und NCAM180 ebenfalls durch Calmodulin beeinflusst wird, wurden 
Zellen der Zellline Neuro 2a in An- bzw. Abwesenheit des Calmodulininhibitors 
CGS 9343 B  kultiviert.  
In Anwesenheit des Calmodulininhibitors konnte eine Zunahme des NCAM110-
Fragmentes im Zellkulturüberstand um mehr als 100 % im Vergleich zu den 
Zellkulturüberständen der nicht behandelten Zellen detektiert werden (Abb. 4.7, 
Spur 2). Calmodulin scheint auch die Prozessierung von NCAM negativ zu 
beeinflussen.  
Diese Vermutung wurde durch folgendes Ergebnis unterstützt: Im Vergleich zu 
den Kontrollbedingungen (Abb. 4.8 A, Spur 1) stimulierte der Calmodulininhibitor 
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Abb. 4.7: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den 
Zellkulturüberständen von Neuro 2a Zellen nach der Inkubation 
mit dem Calmodulininhibitor CGS 9343 B. Zellen der Zelllinie 
Neuro 2a wurden in An- bzw. Abwesenheit (Spur 1) des 
Calmodulininhibitors CGS 9343 B (10 µM, Spur 2) inkubiert (s. 3.3.2). 
Im Anschluss wurden die in den Zellkulturüberständen enthaltenen 
Proteine mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-
NCAM-Antikörpers 2B2 untersucht. Das Blockdiagramm zeigt eine 
densitometrische Auswertung dreier unabhängiger Experimente. 
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CGS 9343 B (Abb. 4.8 A, Spur 2) die Freisetzung des löslichen Fragmentes 
NCAM110 nach der Transfektion von Zellen der Zelllinie CHO mit dem 
Expressionskonstrukt NCAM140. Die densitometrische Auswertung dreier 
unabhängiger Experimente führt zu einer Zunahme des löslichen NCAM110 in 
Anwesenheit des Calmodulininhibitors um das 1,5 fache.  
Der Calmodulininhibitor (Abb. 4.8 B, Spur 2) zeigte dagegen keinerlei Effekt auf 
die Freisetzung des löslichen NCAM-Fragmentes in den Zellkulturüberständen 
von transient mit dem Expressionskonstrukt NCAM120 transfizierten Zellen. Das 
Ergebnis war ein weiterer Hinweis dafür, dass die Entstehung löslicher Fragmente 
des GPI-verankerten Proteins NCAM120 auf einem anderen Mechanismus 
beruht. 
4.1.2.2 Calmodulin als Interaktionspartner 
Die Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls L-selectin wird ebenso wie die 
Proteolyse des NCAMs negativ von Calmodulin beeinflusst (Diaz-Rodriguez et al., 
2000). Die Regulation der Spaltung des Proteins L-selectin ist von einer direkten 
Interaktion der zytoplasmatischen Domäne mit dem Kalziumsensor Calmodulin 
abhängig (Kahn et al., 1998; Matala et al., 2001). Dies implizierte die Frage, ob 
auch die Regulation der Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls NCAM durch 
Calmodulin auf eine direkte Interaktion der Proteine zurückzuführen ist.  
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Abb. 4.8: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von transient mit den 
Expressionskonstrukten NCAM140 (A) und NCAM120 (B) transfizierten CHO-Zellen nach der 
Inkubation mit dem Calmodulininhibitor CGS 9343 B. Zellen der Zelllinie CHO wurden transient mit den 
Expressionskonstrukten NCAM140 (A) und NCAM120 (B) transfiziert und anschließend in An- bzw. 
Abwesenheit (Spur 1) des Calmodulininhibitors CGS 9343 B (10 µM, Spur 2) inkubiert (s. 3.3.2). Im 
Anschluss wurden die in den Zellkulturüberständen enthaltenen Proteine mittels Immunoblot-Analyse unter 
Verwendung des anti-NCAM-Antikörpers 2B2 untersucht. Das Blockdiagramm zeigt eine densitometrische 
Auswertung dreier unabhängiger Experimente. 
 Kapitel 4 - Ergebnisse Seite 92
Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden ELISA-Studien (s. 3.1.13) 
durchgeführt. Sowohl für die intrazelluläre Domäne von NCAM140 (Abb. 4.9 A), 
als auch für die intrazelluläre Domäne von NCAM180 (Abb. 4.9 B) konnte eine 
konzentrationsabhängige Bindung an Calmodulin nachgewiesen werden. Die 
intrazelluläre Domäne von NCAM180 wies im Vergleich zu der intrazellulären 
Domäne von NCAM140 eine höhere Affinität zu Calmodulin auf, wie der steilere 
Anstieg der Bindungskurve der intrazellulären Domäne von NCAM180 (Abb. 4.9, 
vergleiche B mit A) verdeutlichte. Die Bindung von Calmodulin an die 
intrazelluläre Domäne von NCAM180 erreichte bereits bei einer Konzentration 
von 15 µg/ml eine Sättigung. Calmodulin und die intrazelluläre Domäne von 
NCAM140 dagegen lagen erst bei einer Konzentration des Bindungspartners von 
25 µg/ml in einem Gleichgewichtszustand vor.   
Das Ergebnis der ELISA-Studien untermauerte die Aussage früherer 
Immunpräzipitationsexperimente, in denen gezeigt werden konnte, dass 
Calmodulin mit den intrazellulären Domänen von NCAM180 und NCAM140 
interagiert (Bohrmann, 2001). Auch die Untersuchung der Interaktion der 
beteiligten Moleküle mittels Surface Plasmon Resonance (Biacore) deutete auf 
eine kalzium- und magnesiumabhängige Interaktion der intrazellulären Domänen 
von NCAM180 und NCAM140 mit Calmodulin hin (Bohrmann, 2001). 
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Abb. 4.9: Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 (A) und NCAM180 (B) mit 
Calmodulin. Mit Calmodulin in einer Konzentration von 10 µg/ml beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit 
den intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 in steigenden Konzentrationen von je 2 µg/ml, 
5 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml und 40 µg/ml inkubiert inkubiert (s. 3.1.13). Die Bindung der möglichen 
Interaktionspartner von Calmodulin wurde im Fall der intrazellulären Domäne von NCAM140 mit Hilfe des 
anti-NCAM-Antikörpers 5B8 und für den Nachweis der gebundenen intrazellulären Domäne von NCAM180 
unter Verwendung des anti-NCAM-Antikörpers D3 nachgewiesen.   
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Calmodulin interagiert kalziumabhängig über zwei verschiedene 
Aminosäuremotive mit seinen potentiellen Bindungspartnern. Die Bindungsmotive 
werden basierend auf der Lage von hydrophoben Aminosäuren als „1-5-10“-Motiv 
mit der Konsensussequenz [FILVW]XXX[FILV]XXXX[FILVW] und „1-8-14“-Motiv 
mit der Konsensussequenz [FILVW]XXXXXX[FAILVW]XXXXX[FILVW] 
bezeichnet. Das „1-8-14“-Motiv wird weiterhin unterteilt in Typ A, welches eine 
zusätzliche hydrophobe Aminosäure an der Position 5 (F, A, I, L, V und W) 
aufweist („1-5-8-14“- Motiv) und Typ B („1-8-14“-Motiv).  Aufgrund der zweifachen 
pseudo-Symmetrie des Calmodulinmoleküls ist Calmodulin nicht nur in der Lage, 
Sequenzmotive in der Orientierung von Amino- nach Carboxyterminus, sondern 
auch in reverser Orientierung zu binden (Rhoads und Friedberg, 1997). Die 
Analyse der Aminosäuresequenz der intrazellulären Domänen von NCAM140 und 
NCAM180 führten zu der Identifizierung eines möglichen invertierten 
Calmodulinbindungsmotivs („1-5-8-14“- Motiv) (Abb. 4.10). 
Zur genaueren Lokalisierung des Calmodulinbindungsmotives in den 
intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 wurden 
Kompetitionsexperimente in Anwesenheit von Peptiden durchgeführt, die 
14 8  5 1 P ep tid 1
MDITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKAGPGAKGKDMEEGKAAFSKDESKEPI NCAM140IC
MDITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKAGPGAKGKDMEEGKAAFSKDESKEPI   NCAM180IC
P ep tid 2
VEVRTEEERTPNHDGGKHTEPNETTPLTEPE------------------- NCAM140IC 
VEVRTEEERTPNHDGGKHTEPNETTPLTEPELPADTTATVEDMLPSVTTV   NCAM180IC
-------------------------------------------------- NCAM140IC
TTNSDTITETFATAQNSPTSETTTLTSSIAPPATTVPDSNSVPAGQATPS   NCAM180IC
-------------------------------------------------- NCAM140IC
KGVTASSSSPASAPKVAPLVDLSDTPTSAPSASNLSSTVLANQGAVLSPS   NCAM180IC
-------------------------------------------------- NCAM140IC
TPASAGETSKAPPASKASPAPTPTPAGAASPLAAVAAPATDAPQAKQEAP   NCAM180IC
-------------------------------------------------- NCAM140IC
STKGPDPEPTQPGTVKNPPEAATAPASPKSKAATTNPSQGEDLKMDEGNF   NCAM180IC
------------------------------------------------KG NCAM140IC
KTPDIDLAKDVFAALGSPRPATGASGQASELAPSPADSAVPPAPAKTEKG   NCAM180IC
P ep tid 3
PVETKSEPQESEAKPAPTEVKTVPNEATQTKENESKA NCAM140IC
PVETKSEPPESEAKPAPTEVKTVPNEATQTKENESKA       NCAM180IC
Abb. 4.10: Lokalisierung eines putativen Calmodulinbindungsmotivs in den intrazellulärem Domänen 
von NCAM140 und NCAM180. Sequenzvergleiche führten zu der Identifizierung eines putativen invertierten 
„1-5-8-14“-Calmodulinbindungsmotivs (grün hinterlegt) in den intrazellulären Domänen von NCAM140 und 
NCAM180. Die Lage der in den ELISA-Experimenten eingesetzten Peptide Peptid 1 (rot), Peptid 2 (blau) und 
Peptid 3 (orange) ist farblich hervorgehoben.  
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verschiedene Abschnitte der Aminosäuresequenz der intrazellulären Domänen 
des Moleküls NCAM140 und NCAM180 repräsentieren (s. 3.1.13). Die Lage der 
Peptide in bezug auf die intrazellulären Domänen der Proteine NCAM180 und 
NCAM140 ist der Abb. 4.10 zu entnehmen. Das Peptid 1 enthielt die 
Konsensussequenz für das putative Calmodulinbindungsmotiv „1-5-8-14“.  
Wie die Abb. 4.11 A und B zeigt, haben die Peptide 2 und 3 keinen Einfluss auf 
die Interaktion von Calmodulin mit den intrazellulären Domänen von NCAM180 
und NCAM140. In Anwesenheit des Peptids 1 kam es jedoch zu einer 
konzentrationsabhängigen Reduktion der Bindung von Calmodulin an seine 
Interaktionspartner, die bei einer Konzentration des Peptids 1 von etwa 200 µg/ml 
eine Sättigung erreichte. Das Peptid 1, das das putative 
Calmodulinbindungsmotiv trägt, war in der Lage, mit den intrazellulären Domänen 
von NCAM140 und NCAM180 um die von Calmodulin präsentierten 
Bindungsstellen zu kompetieren. Die Interaktion konnte jedoch nicht vollständig 
inhibiert werden. Aus diesen Ergebnissen folgte, dass das putative 
Calmodulinbindungsmotiv der Moleküle NCAM140 und NCAM180 in der 
Aminosäuresequenz des Peptids 1 lokalisiert zu sein scheint.  
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Abb. 4.11: Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 (A) und NCAM180 (B) mit 
Calmodulin in Anwesenheit der Peptide 1 - 3. Mit Calmodulin in einer Konzentration von 10 µg/ml 
beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit den intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 in 
einer konstanten Konzentration von 10 µg/ml in Anwesenheit der Peptide 1 - 3, die in steigenden 
Konzentrationen von 50 µg/ml, 100 µg/ml, 200 µg/ml bis 400 µg/ml zugesetzt wurden, inkubiert (s. 3.1.13). 
Die Bindungseffizienz der Interaktionspartner von Calmodulin wurde im Fall der intrazellulären Domäne von 
NCAM140 mit Hilfe des anti-NCAM-Antikörpers 5B8 und im Fall der intrazellulären Domäne von NCAM180 
unter Verwendung des anti-NCAM-Antikörpers D3 nachgewiesen.  
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Um auszuschließen, dass die Beeinflussung der Interaktion von Calmodulin mit 
den intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 durch das Peptid 1 
auf einem indirekten Mechanismus wie einer Konformationsänderung der 
Bindungspartner NCAM140-ICD und NCAM180-ICD beruht, wurden weitere 
ELISA-Studien (s. 3.1.13) mit steigenden Konzentrationen der intrazellulären 
Domänen von NCAM180 und NCAM140 in Anwesenheit einer konstanten 
Konzentration des Peptids 1 durchgeführt. In Anwesenheit des Peptids 1 war die 
Dissoziationskonstante für die Bindung der intrazellulären Domäne von NCAM140 
an Calmodulin erhöht, wie eine kleinere Steigung der Kurve verdeutlichte 
(Abb. 4.12 A). Eine geringere Anzahl von Bindungspartnern kann an das 
immobilisierte Calmodulin binden, da das kompetierende Peptid die 
Bindungsstellen besetzt. Dies führt dazu, dass die Bindung auf einem niedrigeren 
Niveau in der Sättigung endet. Auch die Bindung von Calmodulin an die 
intrazelluläre Domäne von NCAM180 wurde bei Konzentrationen der 
intrazellulären Domäne von NCAM180 kleiner als 5 - 10 µg/ml durch das Peptid 1 
kompetiert. Höhere Konzentrationen der intrazellulären Domäne führten jedoch zu 
einem fast linearen Anstieg der Kurve, der das Plateau der Bindungskurve in 
Abb. 4.12: Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 und NCAM180 mit Calmodulin 
in Anwesenheit des Peptids 1. Mit Calmodulin in einer Konzentration von 10 µg/ml beschichtete 
Mikrotiterplatten wurden mit steigenden Konzentrationen der intrazellulären Domänen von NCAM180 und 
NCAM140 (2 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml und 40 µg/ml) in Anwesenheit einer konstanten 
Konzentration des Peptids 1 von 200 µg/ml inkubiert (s. 3.1.13). Die Bindungseffizienz der 
Interaktionspartner von Calmodulin wurde im Fall der intrazellulären Domäne von NCAM140 mit Hilfe des 
anti-NCAM-Antikörpers 5B8 und im Fall der intrazellulären Domäne von NCAM180 unter Verwendung des 
anti-NCAM-Antikörpers D3 nachgewiesen.  
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Abb. 4.12: Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 (A) und NCAM180 (B) mit 
Calmodulin in Anwesenheit des Peptids 1. Mit Calmodulin in einer Konzentration von 10 µg/ml 
beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit steigenden Konzentrationen der intrazellulären Domänen von 
NCAM180 und NCAM140 (2 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 20 µg/ml und 40 µg/ml) in Anwesenheit einer 
konstanten Konzentration des Peptids 1 von 200 µg/ml inkubiert (s. 3.1.13). Die Bindungseffizienz der 
Interaktionspartner von Calmodulin wurde im Fall der intrazellulären Domäne von NCAM140 mit Hilfe des 
anti-NCAM-Antikörpers 5B8 und im Fall der intrazellulären Domäne von NCAM180 unter Verwendung des 
anti-NCAM-Antikörpers D3 nachgewiesen.  
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Abwesenheit des Peptids übertraf und unter den eingesetzten Konzentrationen 
keine Sättigung erreichte.  
4.1.3 Das Zytoskelett und das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAM  
4.1.3.1 Regulation der Prozessierung von NCAM durch das Aktinzytoskelett  
Die Modulation des Aktinzytoskeletts durch Aktin-stabilisierende oder 
-destabilisierende Substanzen beeinflusst die Prozessierung zahlreicher 
Transmembranproteine wie CD 44 (Shi et al., 2001), Fcgamma-Rezeptor III, CD 
43 und L-selectin (Middelhoven et al., 1999) sowie der membranständigen 
Metalloprotease MT1-MMP (Annabi et al., 2001). Das Aktinzytoskelett scheint 
daher an der Regulation der Prozessierung von Transmembranproteinen beteiligt 
zu sein. Das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAM ist in Prozesse wie das 
Neuritenwachstums (Doherty et al., 1990) und der Zellmigration (Thomaidou et 
al., 2001b) involviert, die auf dem Auf- und Abbau von Elementen des 
Zytoskeletts beruhen. Im folgenden wurde der Einfluss des Zytoskeletts auf die 
Regulation der Prozessierung von NCAM mit Hilfe von in vivo Inhibitorassays in 
An- bzw. Abwesenheit von Aktin- bzw. Tubulin-stabilisierenden oder -
destabilisierenden Agentien untersucht (s. 3.3.2).  
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Abb. 4.13: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in 
den Zellkulturüberständen von Neuro 2a Zellen 
nach der Inkubation mit Zytoskelett-modulierenden 
Substanzen. Zellen der Zelllinie Neuro 2a wurden in 
An- bzw. Abwesenheit (Spur 1) der Mikrotubuli-
stabilisierenden Substanz Colchicin (2 µM, Spur 2), der  
Aktin-destabilisierenden Substanzen Cytochalasin D 
(1 µM, Spur 3) und Latrunculin B (10 µM, Spur 4) und 
der Mikrotubuli-destabilisierenden Substanz Paclitaxel 
(50 nM, Spur 5) inkubiert (s. 3.3.2). Im Anschluss 
wurden die in den Zellkulturüberständen enthaltenen 
Proteine mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung 
des anti-NCAM-Antikörpers 2B2 untersucht. Das 
Blockdiagramm zeigt eine densitometrische Auswertung 
dreier unabhängiger Experimente. 
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Sowohl unter Kontrollbedingungen (Abb. 4.13, Spur 1) als auch unter dem 
Einfluss der Mikrotubuli-destabilisierenden Substanz Colchicin (Abb. 4.13, Spur 
2) und der Mikrotubuli-stabilisierenden Substanz Paclitaxel (Abb. 4.13, Spur 5) 
konnte das lösliche Fragment NCAM110 in den Zellkulturüberständen der 
behandelten Zellen nachgewiesen werden. Die Aktin-destabilisierenden 
Substanzen Cytochalasin D (Abb. 4.13, Spur 3) und Latrunculin B (Abb. 4.13, 
Spur 4) stimulierten hingegen die Proteolyse von NCAM. Es kam zu einer 
Zunahme des löslichen Fragmentes NCAM110 in den Zellkulturüberständen der 
behandelten Zellen um etwa 100 % im Vergleich zu den Kontrollansätzen, wie die 
densitometrische Auswertung dreier unabhängiger Experimente zeigt.  
Aus den Ergebnissen folgte, dass das Aktinzytoskelett, nicht aber Mikrotubuli, an 
der Regulation der Proteolyse des Zelladhäsionsmoleküls NCAM beteiligt sind.  
4.1.3.2 Bedeutung der Proteolyse von NCAM für das NCAM-abhängige 
Neuritenwachstum  
Die Beeinflussung der Proteolyse des Zelladhäsionsmoleküls NCAM durch die 
Modulation des Aktinzytoskeletts (s. 4.1.3.1) führte zu der Vermutung, dass die 
Prozessierung des Moleküls NCAM auch an dem Prozess des NCAM-abhängigen 
Neuritenwachstums, einem von dem Zytoskelett regulierten Vorgang, beteiligt ist. 
Kleinhirnneurone von NCAM-defizienten Mäusen zeigen auf dem Substrat NCAM 
kein Neuritenwachstum. Daraus folgt, dass NCAM-abhängiges Neuritenwachstum 
auf einer homophilen Interaktion von NCAM-Molekülen basiert (Williams et al., 
1994). Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde der Effekt des 
Metalloproteaseinhibitors GM 6001, für den in vorhergehenden Experimenten 
(s. 4.1.1.3, 4.1.1.5) eine inhibitorische Wirkung auf die Proteolyse von NCAM 
nachgewiesen werden konnte, auf NCAM-abhängiges Neuritenwachstum von 
Kleinhirnexplantaten der Maus (s. 3.3.5.2) untersucht.   
Der Metalloproteaseinhibitor GM 6001 zeigte keinen Einfluss auf poly-L-
Lysin-abhängiges Neuritenwachstum (Abb. 4.14 A, Balken 2). Im Vergleich dazu 
wurde NCAM-abhängiges Neuritenwachstum in Anwesenheit des 
Metalloproteaseinhibitors GM 6001 (Abb. 4.14 B, Balken 2) auf weniger als 60 % 
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des Kontrollansatzes reduziert. Poly-L-Lysin- und NCAM-abhängiges 
Neuritenwachstum zeigten in Anwesenheit des Serin- und 
Cysteinproteaseinhibitors keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4.14 A und B, 
Balken 1). Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass eine Metalloprotease, 
jedoch keine Serin- oder Cysteinprotease an der Vermittlung des NCAM-
abhängigen Neuritenwachstums beteiligt ist. Die Prozessierung der 
extrazellulären Domäne von NCAM scheint eine essentielle Rolle für das NCAM-
induzierte Wachstum von Neuriten zu spielen.  
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Abb. 4.14: Effekt des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin und des 
Metalloproteaseinhibitors GM 6001 auf NCAM-abhängiges Neuritenwachstum.  Kleinhirnexplantate 
der Maus (s. 3.3.5.2) wurden auf poly-L-Lysin (A) bzw. auf, mit einer Kombination aus poly-L-Lysin und 
murinem NCAM (B) beschichteten Deckgläschen in Ab- bzw. Anwesenheit des Serin- und Cysteininhibitors 
Leupeptin (10 µM, Balken 1, A und B) und des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 (10 µM, Balken 2, A und 
B) kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert, gefärbt und das Neuritenwachstum am Mikroskop 
ausgewertet. Die durchschnittliche Neuritenlänge auf den Substraten poly-L-Lysin und NCAM in 
Abwesenheit der Inhibitoren (Kontrollansatz) wurde als 100 % festgelegt. Die durchschnittliche 
Neuritenlänge in Anwesenheit der Inhibitoren wurde auf die jeweilige Kontrolle bezogen. Die Diagramme 
zeigen die Ergebnisse dreier unabhängiger Experimente. ∗∗ p< 0,01 
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4.1.3.3 Bedeutung des Moleküls Calmodulin für das NCAM-abhängige 
Neuritenwachstum 
Die Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls NCAM scheint eine wichtige Rolle 
für den Prozess des NCAM-abhängigen Neuritenwachstums zu spielen 
(s. 4.1.3.2). In in vivo Inhibitorassays konnte gezeigt werden, dass die Spaltung 
von NCAM durch Calmodulin negativ beeinflusst wird (s. 4.1.2.1). Zur 
Untersuchung des Effektes von Calmodulin auf NCAM-abhängiges 
Neuritenwachstum wurden Kleinhirnexplantate der Maus (s. 3.3.5.2) in An- bzw. 
Abwesenheit des Calmodulininhibitors CGS 9343 B kultiviert. 
Lediglich das NCAM-abhängige Neuritenwachstum wurde durch den 
Calmodulininhibitor CGS 9343 B negativ beeinflusst (Abb. 4.15, Balken 2). In 
Anwesenheit des Calmodulininhibitors konnte eine Reduktion der 
durchschnittlichen Neuritenlänge auf weniger als 60 % des Kontrollansatzes 
nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu zeigte der Calmodulininhibitor keinen 
Einfluss auf PLL-, Laminin- oder L1-induzierte Neuritenwachstum (Abb. 4.15, 
Balken 1, 3 und 4). 
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Abb. 4.15: Effekt des Calmodulininhibitors CGS 9343 B auf poly-L-Lysin-, NCAM-, Laminin- und L1-
abhängiges Neuritenwachstum. Kleinhirnexplantate der Maus (s. 3.3.5.2) wurden auf poly-L-Lysin 
(Balken 1) oder auf, mit einer Kombination aus poly-L-Lysin und murinem NCAM (Balken 2) bzw. Laminin 
(Balken 3) oder murinem L1 (Balken 4) beschichteten Deckgläschen in Ab- bzw. Anwesenheit des 
Calmodulininhibitors CGS 9343 B (10 µM) kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert, gefärbt und das 
Neuritenwachstum am Mikroskop ausgewertet. Die durchschnittliche Neuritenlänge auf den Substraten poly-
L-Lysin, NCAM, Laminin und L1 in Abwesenheit der Inhibitoren (Kontrollansatz) wurde als 100% festgelegt. 
Die durchschnittliche Neuritenlänge in Anwesenheit der Inhibitoren wurde auf die jeweilige Kontrolle bezogen. 
Die Diagramme zeigen die Ergebnisse dreier unabhängiger Experimente. ∗∗ p< 0,01 
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4.2 Untersuchung zu der Entstehung und der Bedeutung 
löslicher Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls L1 für das 
Zentrale Nervensystem 
Das Zelladhäsionsmolekül L1 spielt eine zentrale Rolle in dem sich entwickelnden 
sowie im adulten Nervensystem (s. 1.4.2). Die Bedeutung des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 für die Integrität des Organismus wird durch das 
Krankheitsbild des CRASH-Syndroms, das durch Mutationen in dem für L1 
kodierenden Gen hervorgerufen wird, unterstützt (Fransen et al., 1995). Die 
Funktionen des Zelladhäsionsmoleküls L1 können durch die proteolytische 
Spaltung seiner extrazellulären Domäne in die Fragmente L1-180, L1-140, L1-80, 
L1-50 und L1-30 reguliert und moduliert werden (s. 1.4.3). Die Entstehung und die 
Funktion der löslichen L1-Fragmente in vivo konnte bisher nicht im Detail 
aufgeklärt werden. 
In Anbetracht der biologischen Relevanz des Moleküls, unterstützt durch das 
schwere Krankheitsbild des CRASH-Syndroms, wurde im Rahmen dieser Arbeit 
die Entstehung und Bedeutung löslicher L1-Fragmente für das Zentrale 
Nervensystem untersucht. Mit Hilfe von Transfektionsstudien (s. 4.2.1.1) sollte die 
für die Prozessierung des Moleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne und für 
die Entstehung des löslichen Fragmentes L1-140 verantwortliche Protease 
ermittelt werden. Weiterhin wurde das Vorkommen des Fragmentes L1-140 in den 
Gehirnregionen Hippocampus und Kleinhirn analysiert (s. 4.2.1.2). Zur 
Untersuchung der Entstehung des Fragmentes L1-180, das an der Freisetzung 
des löslichen Fragmentes L1-140 beteiligt zu sein scheint (s. 4.2.2.2), wurden in 
vitro Proteolyseassays (s. 4.1.1.1) durchgeführt. Darüber hinaus wurde im 
Anschluss an Experimente zur Untersuchung der regulierten Spaltung des 
Moleküls L1 in Abhängigkeit des Kalziumsensors Calmodulin (s.4.2.2.3) der 
Einfluss der proteolytischen Prozessierung des Moleküls auf das L1-abhängige 
Neuritenwachstum (s. 4.2.2.4) untersucht. Neben den bereits bekannten löslichen 
Fragmenten L1-140, L1-180 und L1-50 konnten im Laufe dieser Untersuchung 
zusätzliche L1-Fragmente nachgewiesen werden, deren Entstehung ebenfalls im 
Rahmen dieser Arbeit analysiert wurde.    
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4.2.1 Die Entstehung des Fragmentes L1-140 
4.2.1.1 Prohormonkonvertasen als verantwortliche Enzyme? 
Die in Gehirnhomogenaten von Mäusen nachgewiesenen löslichen L1-Fragmente 
L1-140 und L1-180 entstehen durch die proteolytische Spaltung 
membranständiger L1-Moleküle. Das Fragment L1-140 wird durch die Spaltung 
des Moleküls in der dritten Fibronektindomäne von der Membran gelöst. Die 
aminoterminale Sequenzierung des membranständigen, zu L1-140 
komplementären, L1-80 führte zu dem Ergebnis, dass die Spaltung des Moleküls 
in der dritten Fibronektindomäne carboxyterminal der Aminosäure Arginin 845 
erfolgt (Sadoul et al., 1988). Sequenzvergleiche der Schnittstelle ergaben, dass 
aminoterminal dieser Spaltstelle eine putative Erkennungssequenz und 
Schnittstelle der den Serinproteasen zugehörigen Prohormonkonvertasen (PC) 
(Abb. 4.16, s. 1.2.2) lokalisiert ist.  
Um zu untersuchen, ob eine Prohormonkonvertase an der Spaltung von L1 in der 
dritten Fibronektindomäne beteiligt ist, wurden Transfektionsstudien mit Zellen 
der Zelllinie Neuro 2a unter Verwendung von Expressionskonstrukten 
durchgeführt, die für verschiedene Mitglieder der Proteasefamilie PC1, PC2, PC4, 
PC5A, PACE4 und Furin kodieren (s. 3.3.3).  
Für diesen Versuch wurden Zellen der Neuroblastoma Zellline Neuro 2a als 
geeignetes Zellsystem ausgewählt, da ein lösliches Fragment L1-140 in den 
Zellkulturüberständen dieser Zelllinie nicht nachweisbar ist. Das von den Zellen 
815       825 835       845       855       865       875
Mensch AVLVKWRPVDLAQVKGHLRGYNVTYWREGSQRKHSKRHIHKDHVVVPANTTSVILSGLRPYSSYHLEVQA
Ratte AVLVRWRPVDLAQVKGHLRGYNVTYWWKGSQRKHSKRHVHKSHMVVPANTTSAILSGLRPYSSYHLEVQA
Maus AVLVRWRPVDLAQVKGHLRGYNVTYWWKGSQRKHSKRHIHKSHIVVPANTTSAILSGLRPYSSYHLEVQA
Abb. 4.16: Putatives Prohormonkonvertase-Erkennungsmotiv in der dritten Fibronektindomäne des 
L1-Moleküls. Die Sequenzen zeigen Ausschnitte aus der dritten Fibronektindomäne des L1-Moleküls des 
Menschen, der Ratte und der Maus (Swiss Protein Database accession numbers P32004, Q05695, 
P11627). Das in allen drei Sequenzen konservierte PC-Erkennungsmotiv ist fett unterlegt. Die durch 
Sequenzierung identifizierte aminoterminale Sequenz des murinen L1-80 ist rot hervorgehoben (Silletti et 
al., 2000). Die unterstrichenen Abschnitte in der humanen L1-Sequenz stellen RGD-unabhängige Integrin-
Bindungsmotive dar (Moos et al., 1988).  
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endogen exprimierte Protein L1 wird nur in der Nähe des Membranankers 
gespalten, so dass ein lösliches L1-Fragment mit einem Molekulargewicht von 
180 kDa entsteht. Die Proteasen der Zelllinie Neuro 2a sind nicht in der Lage, das 
Protein L1 in der dritten Fibronektindomäne zu spalten. 
Der Versuch zeigte, dass in den 
Zelllysaten der transfizierten Zellen 
nach der Transfektion mit dem 
Kontrollvektor das 
membranständige L1-Molekül mit 
einem Molekulargewicht von 
200 kDa detektierbar ist (Abb. 4.17 
A, Spur 1). Das lösliche Fragment 
L1-180 konnte unter 
Kontrollbedingungen sowohl in den 
Zelllysaten, als auch in den 
Zellkulturüberständen 
nachgewiesen werden (Abb. 4.17 
A und B, Spur 1), wohingegen das 
lösliche Fragment L1-140 weder 
mit der Zellmembran assoziierte, 
noch in den Zellkulturüberständen 
detektierbar war. Die transiente 
Transfektion der Zellen mit den 
Expressionskonstrukten PC1 
(Abb. 4.17 A und B, Spur 2), PC2 
(Abb. 4.17 A und B, Spur 3), 
PACE4 (Daten nicht gezeigt) und PC7 (Daten nicht gezeigt) führten zu dem 
gleichen Ergebnis. Im Gegensatz dazu konnte nach der Transfektion der Zellen 
mit dem Expressionskonstrukt PC5A in den Zelllysaten der transfizierten Zellen 
ein prominentes Fragment mit einem Molekulargewicht von 140 kDa 
nachgewiesen werden (Abb. 4.17 A, Spur 4). Der Anteil des membranständigen 
Proteins L1-200, sowie des löslichen Fragmentes L1-180 war in diesen Zellen 
Ko
ntr
oll
e
Ko
ntr
oll
e
Fu
rin
Fu
rin
PC
5A
PC
5A
PC
2
PC
2
PC
1
PC
1
A
B
200 kDa
180 kDa
180 kDa
140 kDa
140 kDa
1          2          3          4         5
 1          2         3          4         5
A
Abb. 4.17: Nachweis von L1-Fragmenten in den 
Zelllysaten (A) und den Zellkulturüberständen (B) von 
transient mit den Expressionskonstrukten PC1, PC2, 
PC5A und Furin transfizierten Neuro 2a-Zellen. Zellen 
der Zelllinie Neuro 2a wurden transient mit einem 
Kontrollvektor (Spur 1, A und B) und den 
Expressionsprodukten PC1 (Spur 2, A und B), PC2 
(Spur 3, A und B), PC5A (Spur 4, A und B)  und Furin 
(Spur 5, A und B) transfiziert (s. 3.3.3). Nach einer 
Inkubation der Zellen in serumfreien Kulturmedium 
wurden die transfizierten Zellen getrennt von den 
Zellkulturüberständen aufgearbeitet (s. 3.3.1). Zusammen 
mit den Ansätzen der Zellkulturüberstände wurden die 
Zelllysate mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung 
des polyklonalen anti-L1-Antikörpers detektiert. Die 
Position der verschiedenen L1-Fragmente ist durch Pfeile 
markiert. 
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stark reduziert. In den Zellkulturüberständen der mit PC5A transfizierten Zellen 
konnte ausschließlich das Fragment L1-140 detektiert werden (Abb. 4.17 B, Spur 
4). Ein ähnliches Ergebnis zeigte die Analyse der Zellkulturüberstände und der 
Zelllysate der mit Furin transfizierten Zellen, jedoch stellte das lösliche Fragment 
L1-140 im Vergleich zu dem löslichen Fragment L1-180 und dem 
membranständigen L1-200 eher eine minore Komponente (Abb. 4.17 A und B, 
Spur 5) dar.  
Zusammenfassend folgte daraus, dass die Prohormonkonvertase PC5A und mit 
einer geringeren Effizienz auch Furin in der Lage ist, das membranständige 
L1 Molekül zu schneiden und das lösliche Fragment L1-140 freizusetzen. Die 
Prohormonkonvertasen PC1, PC2, PC7 und PACE4 sind an der Spaltung des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne nicht beteiligt.     
Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch unterschiedliche Expressionsspiegel 
oder die fehlende Aktivität der transfizierten Proteasen konnte ausgeschlossen 
werden. In bereits veröffentlichten Studien wurde gezeigt, dass die transfizierten 
Prohormonkonvertasen als aktive Proteasen exprimiert werden und in der 
Effektivität ihrer enzymatischen Aktivität übereinstimmen (Benjannet et al., 2001; 
Khatib et al., 2001). 
Das Ergebnis dieser Transfektionsexperimente wurde durch Versuche bestätigt, 
in denen Zellen der Zelllinie HEK 293 mit Expressionskonstrukten kodierend für 
das Protein L1 der Maus und einer in der putativen Spalt- und 
Erkennungssequenz mutierten Form des Moleküls L1 transfiziert wurden. Die 
Versuche zeigten, dass die Prohormonkonvertase PC5A nicht in der Lage ist, das 
mutierte L1-Expressionskonstrukt zu spalten (Schnegelsberg, 2001). Dies führte 
zu der Schlussfolgerung, dass PC5A das Zelladhäsionsmolekül L1 über die 
Prohormonkonvertase-Erkennungssequenz als potentielles Substrat identifiziert 
und carboxyterminal dieser Sequenz die Peptidkette nach der Aminosäure Arg 
845 spaltet.  
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4.2.1.2 Vorkommen des Fragmentes L1-140 in verschiedenen 
Gehirnregionen 
Die an der Entstehung des Fragmentes L1-140 beteiligte Prohormonkonvertase 
PC5A wird nur in wenigen Regionen des Kleinhirns exprimiert, wohingegen im 
Hippocampus eine starke Expression der Protease nachgewiesen werden konnte 
(Villeneuve et al., 1999; Villeneuve et al., 2000). Um zu untersuchen, ob das 
Protein L1 als Substrat der Prohormonkonvertase PC5A auch in vivo in Frage 
kommt, wurde das Vorkommen des Fragmentes L1-140 in den Homogenaten von 
adulten Maus Hippocampi und Kleinhirnen (s. 3.1.6.1) sowie in Zelllysaten von 
kultivierten Kleinhirnneuronen (s. 3.3.5.4 und 3.3.1) und hippocampalen 
Neuronen (s. 3.3.5.5 und 3.3.1) analysiert. Wie die Abb. 4.18 zeigt, ist das 
membranständige Molekül L1-200 sowohl in den Homogenaten des Kleinhirns 
(Abb. 4.18, Spur 2) und des Hippocampus (Abb. 4.18, Spur 1) als auch in den 
Zelllysaten von kultivierten Kleinhirnneuronen (Abb. 4.18, Spur 4) und 
hippocampalen Neuronen (Abb. 4.18, Spur 3) detektierbar. Das Fragment L1-140 
konnte im Gegensatz dazu nur in dem Homogenat der Hippocampi, sowie in den 
Ansätzen der aufgearbeiteten hippocampalen Neuronen nachgewiesen werden 
(Abb. 4.18, Spur 1 und 3).  
Basierend auf der Tatsache, dass die Entstehung des Fragmentes L1-140 in 
Bereichen des Nervensystems stattfindet, in denen auch eine Expression der 
Protease PC5A nachgewiesen werden konnte, ließ sich schlussfolgern, dass die 
Prohormonkonvertase PC5A auch in vivo an der Spaltung des Proteins L1 in der 
dritten Fibronektindomäne beteiligt ist. 
Abb. 4.18: Nachweis des löslichen Fragmentes L1-140 in 
Homogenaten von adulten Hippocampi und Kleinhirnen 
der Maus sowie von kultivierten Kleinhirnneuronen und 
hippocampalen Neuronen. Homogenate von adulten Maus 
Hippocampi und Kleinhirnen (s. 3.1.6.1) sowie von kultivierten 
Kleinhirnneuronen (s. 3.3.5.4 und 3.3.1) und hippocampalen 
Neuronen (s. 3.3.5.5 und 3.3.1) wurden mittels Immunoblot-
Analyse (s. 3.1.2) unter Verwendung des anti-L1-Antikörpers 
555 untersucht.  Die Position der unterschiedlichen L1-
Fragmente ist durch Pfeile markiert. 
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4.2.1.3 Das Fragment L1-140 verbleibt membranassoziiert 
Um die Entstehung des Fragmentes L1-140 detaillierter zu untersuchen, wurden 
in vitro Proteolyseassays (s. 3.1.10) an isolierten Membranen aus 
Mausgehirnhomogenat durchgeführt.  
In den Sedimenten der Ansätze des Proteolyseassays wurden neben den 
membranständigen L1-Formen L1-200 und L1-80 auch das lösliche Fragment 
L1-140 detektiert (Abb. 4.19, Spur 2, 4 und 6). Die Ursache und Funktion für das 
Verbleiben des löslichen Fragmentes L1-140 an der Membran, unter anderem 
auch nach der Behandlung mit hohen Salzkonzentrationen oder extremen pH-
Werten (Sadoul et al., 1988), konnte bisher nicht aufgeklärt werden.- Nach der 
Inkubation der Ansätze für 4 h bei 4 °C waren nur geri nge Mengen der löslichen 
Fragmente L1-180, L1-140 und L1-50 in den Überständen der Ansätze 
nachweisbar (Abb. 4.19, Spur 1, 3 und 5). Das lösliche Fragment L1-180 wird 
durch die Spaltung des extrazellulären Anteils von L1 in Membrannähe generiert, 
wohingegen das lösliche Fragment L1-50 durch die Spaltung des 
Membranstumpfes L1-80 in der Nähe des Membranankers entsteht, der aus der 
Prozessierung des Moleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne resultiert.-  Die 
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Abb. 4.19: Nachweis löslicher und membrangebundener Fragmente des Moleküls L1 in den 
Überständen und Sedimenten des in vitro Proteolyseassays. Isolierte Membranen aus Maus-
Gehirnhomogenat wurden für 2 h (Spur 3 und 4) oder 4 h (Spur 5 und 6) bei 37 °C, sowie unter 
Kontrollbedingungen für 4 h (Spur 1 und 2) bei 4 °C inkubiert . Während der Inkubation der isolierten 
Membranen bei 37 °C kommt es zu der Spaltung von Transmembranproteinen durch die verantwortlichen 
Proteasen und zu einer Freisetzung der generierten Fragmente. Im Anschluss wurden die Ansätze durch 
Zentrifugation in die Überstände (Spur 1, 3 und 5) und die Sedimente (Spur 2, 4 und 6) getrennt und mittels 
Immunoblot-Analyse unter Verwendung des polyklonalen anti-L1-Antikörpers untersucht. Die Position der 
unterschiedlichen L1-Fragmente ist durch Pfeile markiert. 
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Inkubation der Ansätze für 2 h bzw. 4 h bei 37 °C führt e im Vergleich zu dem 
Kontrollansatz zu einer verstärkten Spaltung des Proteins L1-200 und zu einer 
damit verbundenen erhöhten Freisetzung der löslichen Fragmente L1-180, 
L1-140 und L1-50 (Abb. 4.19, Spur 3 und 5). Das Verhältnis der löslichen 
Hauptfragmente L1-180 und L1-140 in den Überständen der Ansätze des 
Proteolyseassays änderte sich in Abhängigkeit der Inkubationsbedingungen nicht. 
Dies führte zu der Vermutung, dass die Freisetzung der beiden löslichen 
Komponenten von der Membran in den Überstand miteinander verknüpft ist. 
Weitere Hinweise bezüglich dieser Hypothese lieferten in vitro Proteolyseassays 
in An- bzw. Abwesenheit verschiedener Proteaseinhibitoren (s. 4.2.2). 
4.2.2 Die Entstehung des Fragmentes L1-180  
4.2.2.1 Metalloproteasen als verantwortliche Enzyme? 
Um näher zu untersuchen, ob die Freisetzung der löslichen Fragmente L1-180 
und L1-140 miteinander verknüpft ist, wurden in vitro Proteolyseassays (s. 3.1.10) 
in An- bzw. Abwesenheit verschiedener Proteaseinhibitoren durchgeführt. Es wird 
vermutet, dass für die Spaltung der extrazellulären Domäne von L1 eine 
Metalloprotease verantwortlich ist (Beer et al., 1999; Gutwein et al., 2000). 
Fördert die Spaltung des L1-200 in der Nähe des Membranankers auch die 
Freisetzung des löslichen Fragmentes L1-140, führt eine Inhibition der 
verantwortlichen Metalloprotease, durch Inhibitoren wie GM 6001 oder auch 
1,10-o-Phenanthrolin, zu einer Hemmung der Freisetzung nicht nur des L1-180, 
sondern auch des L1-140.  
Unter Kontrollbedingungen (Abb. 4.20, Spur 1), sowie in Anwesenheit des 
Breitspektrum-Proteaseinhibitors „complete, EDTA-free“ (Abb. 4.20, Spur 2) und 
des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin (Abb. 4.20, Spur 4) konnten 
zwei Fragmente mit einem Molekulargewicht von 180 kDa und 140 kDa in den 
Überständen der Ansätze nachgewiesen werden: L1-180 und L1-140. Die beiden 
Metalloproteaseinhibitoren GM 6001 und 1,10-o-Phenanthrolin zeigten einen 
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negativen Einfluss auf die Spaltung und Freisetzung der beiden löslichen 
L1-Fragmente. Nach der Inkubation der isolierten Membranen mit dem Inhibitor 
GM 6001 (Abb. 4.20, Spur 3) waren weder das Fragment L1-180, noch das 
Fragment L1-140 in dem Überstand detektierbar. Der Metalloproteaseinhibitor 
1,10-o-Phenanthrolin (Abb. 4.20, Spur 5) zeigte ebenfalls eine Inhibition der 
Freisetzung der beiden L1-Fragmente, jedoch in einem geringeren Maße als der 
Inhibitor GM 6001.  
Dieses Ergebnis untermauerte die Vermutung, dass an der Spaltung des 
membranständigen Moleküls L1-200 in der Nähe des Membranankers und an der 
Freisetzung des Spaltproduktes L1-180 eine Metalloprotease beteiligt ist. 
Weiterhin scheint die Spaltung des L1-200 in Membrannähe durch eine 
Metalloprotease die Freisetzung des löslichen, aber weiterhin 
membranassoziierten Fragmentes L1-140 zu fördern. Es lag die Vermutung nah, 
dass das Fragment L1-140 durch die Ausbildung eines Heterodimers mit einem 
membranständigen L1-200 Molekül membranassoziiert bleibt und erst durch die 
Spaltung seines „Bindungspartners“ zusammen mit dem entstehenden Fragment 
L1-180 von der Membran gelöst wird. 
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Abb. 4.20: Nachweis der löslichen L1-Fragmente 
in den Überständen des in vitro Proteolyseassays
nach der Inkubation mit verschiedenen 
Proteaseinhibitoren. Isolierte Membranen wurden 
für 2 h bei 37 °C in An-  bzw. Abwesenheit (Spur 1) 
der Proteaseinhibitoren Boeringer „complete, EDTA-
free“ (5 mM, Spur 2), GM 6001 (10 µM, Spur 3), 
Leupeptin (10 µM, Spur 4) und 1,10-o-Phenanthrolin 
(10 µM, Spur 5) inkubiert (s. 3.1.10). Im Anschluss 
wurden die Proben durch Zentrifugation in 
Überstand und Sediment getrennt. Die in den 
Überständen enthaltenen Proteine wurden mittels 
Immunoblot-Analyse unter Verwendung des 
polyklonalen anti-L1-Antikörpers untersucht. Das 
Balkendiagramm zeigt eine densitometrische 
Auswertung dreier unabhängiger Experimente. Die 
Position der unterschiedlichen L1-Fragmente ist 
durch Pfeile markiert.  
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4.2.2.2 Die „Dimerisierungshypothese“ 
Bisher konnten die Ursache und die Funktion für das Verbleiben des löslichen 
Fragmentes L1-140 an der Membran nicht aufgeklärt werden. Die Ergebnisse der 
vorangegangenen Experimente führten zu der Vermutung, dass das Fragment 
L1-140 möglicherweise mit einem membranständigen L1-200 Molekül dimerisiert 
und erst nach der Spaltung seines „Bindungspartners“ in der Nähe des 
Membranankers zusammen mit dem entstehenden Fragment L1-180 von der 
Membran gelöst wird. Die Dimerisierung bzw. Multimerisierung von L1-Molekülen 
im allgemeinen konnte bereits in zahlreichen Studien nachgewiesen werden 
(Kamiguchi und Lemmon, 1997; Haspel et al., 2001). So zählt die homophile 
Interaktion von L1-Molekülen auf der Zelloberfläche zu den initiierenden Schritten 
des L1-vermittelten Neuritenwachstums (Kamiguchi und Lemmon, 1997). 
Zur Beantwortung der Frage, ob das lösliche Fragment L1-140 mit dem 
membranständigen Molekül L1-200 dimerisiert, wurden eine mit Triton X-100 
solubilisierte Gehirnhomogenatfraktion mittels Dichtegradientenzentrifugation 
analysiert (s. 3.1.9). Das membranständige Protein L1-200 sowie das lösliche 
Fragment L1-140 konnten in zahlreichen Fraktionen des Saccharosegradienten 
detektiert werden (Abb. 4.21 A). Der Nachweis des Fragmentes L1-180, der 
zweiten neben L1-140 löslichen Hauptkomponente des Moleküls L1, war durch 
die Prominenz der 200 kDa-Bande des membranständigen L1-Moleküls 
erschwert. Basierend auf den eingesetzten Molekulargewichtsmarkern, die 
parallel zu dem Gradient des Gehirnhomogenates analysiert wurden, lagen die in 
den Fraktionen 4 - 8 detektierten L1-Moleküle als Monomere mit einem 
Molekulargewicht von 140 kDa bzw. 200 kDa vor. Die in den Fraktionen 12 - 14 
detektierten L1-Moleküle wiesen basierend auf den verwendeten 
Markermolekülen ein Molekulargewicht von etwa 350 kDa auf, das mit dem 
Molekulargewicht eines Heterodimers bestehend aus den Molekülen L1-200 und 
L1-140 übereinstimmte. Auch in den Fraktionen 16 und 17 waren die Moleküle 
L1-200 und L1-140 nachweisbar. Die Fraktionen 16 und 17 enthielten Proteine 
oder auch Proteinkomplexe mit einem Molekulargewicht von etwa 500 kDa. Die 
sich in diesen Fraktionen befindlichen L1-Fragmente scheinen in einem 
hochmolekularen Komplex vorzuliegen. Die Analyse des Gehirnhomogenates 
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mittels Dichtegradientenzentrifugation zeigte, dass die Moleküle L1-200 und 
L1-140 vor allem als Monomere, aber auch als Heterodimere und zum Teil auch 
als hochmolekulare Komplexe, möglicherweise in Assoziation mit anderen 
Proteinen, vorliegen können. Die densitometrische Auswertung der Banden 
L1-200 und L1-140 dargestellt in dem Diagramm in Abb. 4.21 A verdeutlichte 
dieses Ergebnis. 
Die Analyse des Gehirnhomogenates durch Dichtegradientenzentrifugation ließ 
die Vermutung zu, dass das membranständige Molekül L1-200 und das lösliche 
Abb. 4.21: Nachweis von L1-
Fragmenten in den Fraktionen 
eines Dichtegradienten einer mit 
Triton-X 100 solubilisierten 
Gehirnhomogenatfraktion (A), einer 
mit Triton X-100 solubilisierten 
Membranfraktion (B) und einer mit 
löslichen Proteinen angereicherten 
Fraktion (C). Die Ausgangsfraktionen 
wurden auf einen kontinuierlichen 
Sucrosegradienten geschichtet. Nach 
einer Zentrifugationszeit von 16 h 
wurde der Gradient von der Öffnung 
des Zentrifugenröhrchens bis zum 
Boden in Fraktionen eingeteilt 
(Fraktion 1 - 20) und die in den 
Fraktionen enthaltenen Proteine mit 
Hilfe der Immunoblot-Analyse unter 
Verwendung des anti-L1-Antikörpers 
555 untersucht. Eine densitometrische 
Auswertung der Banden der 
L1-Fragmente L1-200, L1-180 und 
L1-140 gibt das jeweilige Diagramm 
unterhalb des Immunoblots wieder. 
Die Position der verschiedenen 
L1-Fragmente ist durch Pfeile 
markiert. Die Lage der 
Molekulargewichtsmarker 
Rinderserumalbumin (BSA), Katalase, 
Apoferritin und Thyroglobulin sind 
unterhalb der Gradienten durch Pfeile 
dargestellt. 
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Fragment L1-140 als Heterodimer vorliegen können. Dies beantwortete jedoch 
nicht die Frage, ob das lösliche Fragment L1-140 mit dem membranständigen 
Fragment L1-200 dimerisiert, somit membranassoziiert bleibt und erst durch die 
Spaltung des L1-200 in der Nähe des Membranankers zusammen mit dem 
Fragment L1-180 von der Membran gelöst wird. Um diese Fragestellung näher zu 
untersuchen, wurden darüber hinaus eine mit Triton X-100 solubilisierte 
Membranfraktion (Abb. 4.21 B), sowie eine mit löslichen Proteinen angereicherte 
Fraktion (Abb. 4.21 C) mittels Dichtegradientenzentrifugation untersucht 
(s. 3.1.9). 
Die densitometrische Auswertung der detektierbaren L1-Moleküle L1-200 und 
L1-140 der mittels Dichtegradientenzentrifugation analysierten Membranfraktion 
(Abb. 4.21 B) zeigte ein Maximum der Fragmente in den Fraktionen 12 - 14, die 
Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 350 kDa enthielten und somit dem 
zu erwartenden Heterodimer aus L1-200 und L1-140 entsprachen. Zusätzlich 
wurden die Moleküle in den Fraktionen 16 - 20 als hochmolekularer Komplex mit 
einem geschätzten Molekulargewicht von über 500 kDa nachgewiesen. Nur ein 
geringer Anteil der Moleküle L1-200 und L1-140 lag in monomerer Form vor, d. h. 
in den mit einem Molekulargewicht von etwa 150 kDa - 200 kDa 
korrespondierenden Fraktionen.  
Die Analyse der mit löslichen Proteinen angereicherten Fraktion mittels 
Dichtegradientenzentrifugation zeigte ein konträres Ergebnis. Die löslichen 
Fragmente L1-180 und L1-140 waren nur in den Fraktionen 4 - 9 detektierbar, wie 
auch die densitometrische Auswertung der einzelnen L1-Banden eindeutig zeigte 
(Abb. 4.21 C). Daraus folgte, dass L1-Fragmente in der mit löslichen Proteinen 
angereicherten Fraktion als Monomere vorliegen.  
Aus diesen Ergebnissen ließ sich folgende Hypothese ableiten: Das lösliche 
Fragment L1-140 bildet mit einem membranständigen L1-Molekül ein 
Heterodimer. Das Fragment L1-140 ist daher nicht nur als lösliches, sondern auch 
als membranassoziiertes Fragment nachweisbar. Die Spaltung des L1-200 in der 
Nähe des Membranankers durch eine Metalloprotease führt zu der Freisetzung 
eines löslichen Fragmentes L1-180 und des bis dahin noch membranassoziierten 
Fragmentes L1-140. Möglicherweise bedingt durch eine Konformationsänderung 
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der Proteine nach der Spaltung des L1-200 in der Nähe des Membranankers wird 
die Bindung des L1-140 an den nun löslichen Bindungspartner, das Fragment 
L1-180 aufgehoben. Die beiden Bruchstücke liegen nach ihrer Freisetzung in die 
Umgebung der Zelle als Monomere vor. 
4.2.2.3 Die Regulation der Prozessierung von L1 durch Calmodulin 
Die Ergebnisse des in vitro Proteolyseassays (s. 4.2.2.1) bestätigten die 
Vermutung, dass eine Metalloprotease an der Spaltung der extrazellulären 
Domäne des Moleküls und der Freisetzung des löslichen Fragment L1-180 
beteiligt ist.  
Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurden in Zellkulturexperimenten in vivo 
Inhibitorassays (s. 3.3.2) in An- bzw. Abwesenheit verschiedener 
Proteaseinhibitoren durchgeführt. Zellen der Neuroblastomazelllinie Neuro 2a 
dienten als geeignetes System, um die Spaltung der extrazellulären Domäne in 
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Abb. 4.22: Nachweis löslicher L1-Fragmente in den Zellkulturüberständen von Neuro 2a Zellen nach 
der Inkubation mit verschiedenen Proteaseinhibitoren. Zellen der Zelllinie Neuro 2a wurden in An- bzw. 
Abwesenheit (Spur 1) des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 (10 µM, Spur 2), des Serin- und 
Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin (10 µM, Spur 2) und des Calmodulininhibitors CGS 9343 B (10 µM, 
Spur  3) inkubiert (s. 3.3.2). Im Anschluss wurden die in den Zellkulturüberständen mittels Immunoblot-
Analyse unter Verwendung des anti-L1-Antikörpers 555 untersucht. Das Blockdiagramm zeigt eine 
densitometrische Auswertung dreier unabhängiger Experimente. Um auszuschließen, dass sich mögliche 
Unterschiede der in den Zellkulturüberständen detektierten Proteinmengen auf den Einfluss der Inhibitoren 
auf die Zellteilung und das Zellüberleben zurückzuführen sind, wurden die behandelten Zellen ebenfalls 
aufgearbeitet, gleiche Volumina mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-GAPDH-Antikörpers 
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der Nähe des Membranankers näher zu untersuchen, da sie in der Lage sind, das 
lösliche Fragment L1-180, aber nicht das Fragment L1-140 zu generieren.  
In Abwesenheit eines Proteaseinhibitors konnte ein lösliches Fragment mit einem 
Molekulargewicht von 180 kDa in den Zellkulturüberständen des in vivo 
Inhibitorassays nachgewiesen werden (Abb. 4.22, Spur 1). Der Serin- und 
Cysteinproteaseinhibitor Leupeptin zeigte keinen Einfluss auf die Freisetzung des 
löslichen Fragmentes L1-180 (Abb. 4.22, Spur 3), wohingegen in Anwesenheit 
des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 die Spaltung des Moleküls L1 in der Nähe 
des Membranankers inhibiert war (Abb. 4.22, Spur 2). Das Ergebnis bekräftigte 
die Hypothese, dass eine Metalloprotease an der proteolytischen Spaltung des 
L1-Moleküls in der Nähe des Membranankers beteiligt ist. 
Die Prozessierung zahlreicher Transmembranproteine, wie z. B. des transforming 
growth factors-α receptors, des amyloid precursor proteins, der tyrosine receptor 
kinase A oder des L-selectins, in der Nähe ihres Membranankers durch eine 
Metalloprotease wird unter dem Einfluss eines Calmodulininhibitors stimuliert 
(Diaz-Rodriguez et al., 2000). Auch die Freisetzung des löslichen Fragmentes 
L1-180 wurde durch Calmodulin beeinflusst (Abb. 4.22, Spur 4). In Anwesenheit 
des Calmodulininhibitors CGS 9343 B wurde das Fragment L1-180 verstärkt in 
den Zellkulturüberstand abgegeben. 
4.2.2.4 Die Bedeutung löslicher L1-Fragmente für das L1-abhängige 
Neuritenwachstum 
Kleinhirnneurone von L1-defizienten Mäusen zeigen im Vergleich zu Neuronen 
von Wildtyptieren auf dem Substrat L1 kein Neuritenwachstum. Daraus folgt, dass 
L1-abhängiges Neuritenwachstum durch eine homophile Interaktion von 
L1-Molekülen vermittelt wird (Lemmon et al. 1989). Auf Grundlage dieser 
Ergebnisse wurde der Effekt des Metalloproteaseinhibitors GM 6001, für den in 
vorhergehenden Experimenten (s. 4.2.2.1) eine inhibitorische Wirkung auf die 
Proteolyse von L1 nachgewiesen werden konnte, auf das L1-abhängige 
Neuritenwachstum und somit die Bedeutung der Proteolyse für eine der 
wichtigsten Funktionen des Moleküls L1 untersucht. 
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Abb. 4.23: Effekt der Serin- und 
Cysteinproteaseinhibitoren 
Aprotinin und Leupeptin, sowie 
des Metalloproteaseinhibitors 
GM 6001 auf L1-abhängiges 
Neuritenwachstum. 
Kleinhirnexplantate der Maus 
(s. 3.3.5.2) wurden auf poly-L-
Lysin (A und B) bzw. auf, mit 
einer Kombination aus poly-L-
Lysin und murinem L1 (C - F) 
beschichteten Deckgläschen in 
Ab- bzw. Anwesenheit der Serin- 
und Cysteinproteaseinhibitoren 
Aprotinin (10 µM, G) und 
Leupeptin (10 µM, G), sowie dem 
Metalloproteaseinhibitor GM 6001 
(10 µM, B, D, F und G) kultiviert. 
Im Anschluß wurden die Zellen 
fixiert, gefärbt und das 
Neuritenwachstum am Mikroskop 
ausgewertet. Die durchschnittliche 
Neuritenlänge auf den Substraten 
poly-L-Lysin und L1 in 
Abwesenheit der Inhibitoren 
(Kontrollansatz) wurde als 100% 
festgelegt. Die durchschnittliche 
Neuritenlänge in Anwesenheit der 
Inhibitoren wurde auf die jeweilige 
Kontrolle bezogen. Die 
Diagramme zeigen die Ergebnisse 
dreier unabhängiger Experimente. 
∗∗ p< 0,01 
In An- und Abwesenheit des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 wurden keine 
signifikanten Unterschiede in der Neuritenlänge von Explantaten auf dem 
Kontrollsubstrat poly-L-Lysin detektiert (Abb. 4.23 A, B und G). Der Inhibitor 
GM 6001 beeinflusste im Gegensatz dazu das L1-abhängige Neuritenwachstum 
dahingehend, dass die durchschnittliche Neuritenlänge der Explantate auf 
weniger als 60 % des Kontrollansatzes in Abwesenheit des Inhibitors reduziert 
war (Abb. 4.23 C, D und G). Die Serin- und Cysteinproteaseinhibitoren Aprotinin 
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und Leupeptin hatten keinen Einfluss auf das L1-abhängige oder das 
Neuritenwachstum auf einem Kontrollsubstrat (Abb. 4.23 G). Zusammenfassend 
zeigten diese Ergebnisse, dass die Spaltung von L1 durch eine Metalloprotease 
für den Prozess des L1-abhängigen Neuritenwachstums von großer Bedeutung 
ist.  
4.2.3 Weitere Spaltprodukte des Zelladhäsionsmoleküls L1 
Der unter anderem in dieser Arbeit verwendete anti-L1-Antikörper 555 erkennt ein 
Epitop zwischen der zweiten und dritten Fibronektindomäne des Moleküls L1 
(Appel et al., 1993). Der anti-L1-Antikörper 555 kann somit in der Immunoblot-
Analyse für die Detektion des membranständigen L1-200, sowie der löslichen 
durch regulierte Prozessierung entstandenen Fragmente L1-180 und L1-140 
eingesetzt werden (Abb. 4.24). Eine Detektion des membranständigen L1-80, des 
Membranstumpfes L1-30 und des löslichen Fragmentes L1-50 ist mit Hilfe des 
anti-L1-Antikörpers 555 nicht möglich.  
Die Analyse von mit Triton X-100 solubilisierten Fraktionen, die mit Golgi-Apparat 
(Daten nicht gezeigt) oder Endoplasmatischem Retikulum (ER) angereichert 
waren (s. 3.1.6.3), mittels Dichtegradientenzentrifugation (s. 3.1.9) zeigte nach 
der Immunoblot-Analyse (s. 3.1.3) der Fraktionen unter Verwendung des anti-L1-
Antikörpers 555 ein gegenteiliges Ergebnis (Abb. 4.25 A). In den Fraktionen 
COOH
NH2
140 kDa
80 kDa
180 kDa
30 kDa
50 kDa
30 kDa
200 kDa
Abb. 4.24: Schematische Darstellung der von dem 
anti-L1-Antikörper 555 detektierbaren L1-Fragmente.  
Das Erkennungsepitop des monoklonalen anti-L1-
Antikörpers 555 ist zwischen der zweiten und dritten 
Fibronektindomäne des L1-Moleküls lokalisiert (rot 
gestreift hinterlegt) (Appel et al., 1993). Die von dem 
Antikörper nachweisbaren L1-Fragmente L1-200, L1-180 
und L1-140 sind rot hervorgehoben. 
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12 - 16 und der Fraktion 19 konnte ein Fragment mit einem Molekulargewicht von 
80 kDa nachgewiesen werden. Ein Fragment des Moleküls L1 mit einem 
Molekulargewicht von 80 kDa, das von dem anti-L1-Antikörper 555 in der 
Immunoblot-Analyse erkannt wird, schien nicht mit dem bereits bekannten 
membranständigen L1-80 identisch zu sein, dessen Aminoterminus von der in der 
dritten Fn-Domäne lokalisierten Aminosäure Arginin 845 gebildet wird und somit 
das Erkennungsmotiv des anti-L1-Antikörpers 555 ausschließt (Abb. 4.24). Zur 
weiteren Charakterisierung des in den 
Dichtegradientenzentrifugationsexperimenten detektierten L1-Fragmentes wurden 
isolierte Membranen einer mit ER angereicherten Fraktion in membranassoziierte 
und membrangebunde Proteine getrennt (s. 3.1.6.4) (Abb. 4.25 B). Das Ergebnis 
172
111
79
61
kDa
49
ER
 
Go
lgi
Sy
na
pt.
 
vo
n 
Mo
os
fas
er
n
Sy
na
pto
so
m
en
 
Se
kre
tor
isc
he 
Ve
sik
el
∗ ∗
172
111
79
61
kDa
49
ER
 
Go
lgi
Sy
na
pt.
 
vo
n 
Mo
os
fas
er
n
Sy
na
pto
so
m
en
 
Se
kre
tor
isc
he 
Ve
sik
el
∗∗∗
C D
1     2    3     4      5 6 7 8 9 10
m
em
bra
na
ss
oz
iie
rte
 
Pro
tei
ne
m
em
bra
ng
ebu
nde
ne
 
Pro
tei
ne
79
61
kDa
1 2
1     2    3    4    5 6  7 8  9 10 11 12 13 14 15 16 17  18 19
79
61
FraktionenkDa
A
B
Abb. 4.25: Detektion eines membranassoziierten L1-Fragmentes mit einem Molekulargewicht von 
80 kDa. A: Eine mit ER angereicherte und mit Triton X-100 solubilisierte Fraktion wurde auf einen 
kontinuierlichen Sucrosgradienten geschichtet. Nach einer Zentrifugationszeit von 16 h wurde der Gradient 
von der Öffnung des Zentrifugenröhrchens bis zum Boden in Fraktionen eingeteilt (Fraktion 1 - 20), die in den 
Fraktionen enthaltenen Proteine wurden mit Hilfe der Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-L1-
Antikörpers 555 untersucht. B: Isolierte Membranen einer mit ER angereicherten Fraktion wurden für 30 min 
mit 0,3 M NaHCO3, pH 11,5 inkubiert und anschließend durch Zentrifugation in die die membranassoziierten 
Proteine enthaltenen Überständen und die Sedimente getrennt (s. 3.1.6.4). Die Ansätze wurden mittels 
Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-L1-Antikörpers 555 untersucht. C und D: Die mit ER (Spur 
1 und 6) und Golgi-Apparat (Spur 1 und 6), sowie mit Synaptosomen (Spur 1 und 6), Synaptosomen von 
Moosfasern (Spur 1 und 6) und sekretorischen Vesikeln angereicherten Fraktionen wurden mit Hilfe der 
Immunoblot-Analyse unter Verwendung des polyklonalen anti-L1-Antikörpers (C) und des anti-L1-Antikörpers 
555 (D) untersucht. Die Position der verschiedenen L1-Fragmente ist durch Pfeile markiert. 
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zeigte, dass das mit dem anti-L1-Antikörpers 555 nachweisbare Fragment mit 
einem Molekulargewicht von 80 kDa als lösliches Fragment vorliegt, jedoch mit 
der Membran assoziiert sein kann.  
Dies untermauerte die Vermutung, dass sich das mit dem anti-L1-Antikörper 555 
detektierbare Fragment von 80 kDa von dem membranständigen durch 
Prozessierung in der dritten Fibronektindomäne entstandenen L1-80 
unterscheidet. Diese Annahme wurde durch die Analyse der Verteilung der 
Fragmente L1-80 und des löslichen, mit Hilfe des anti-L1-Antikörpers 555 
detektierbaren, Fragmentes in verschiedenen subzellulären Fraktionen 
unterstützt. Mit Hilfe des anti-L1-Antikörpers konnte ein 80 kDa-Fragment, das 
dem membranständigen Fragment L1-80 entsprach, ausschließlich in den 
Fraktionen des ERs, den Synaptosomen und den sekretorischen Vesikeln 
detektiert werden (Abb. 4.25 C, Spur 1, 4 und 5). Im Gegensatz dazu war das mit 
dem anti-L1-Antikörper 555 nachweisbare Fragment von 80 kDa nur in den mit 
Golgi-Apparat und Synaptosomen von Moosfasern angereicherten Fraktionen zu 
finden (Abb. 4.25 D, Spur 7 und 8). Die Verteilung der Fragmente L1-80 und des 
löslichen 80 kDa-Bruchstückes zeigte keine Übereinstimmung.  
Diese Ergebnisse führten zu der Vermutung, dass das Molekül L1 über die bereits 
bekannten Schnittstellen in der dritten Fibronektindomäne und in der Nähe des 
Membranankers hinaus prozessiert werden kann. Es entsteht unter anderem ein 
lösliches Fragment mit einem Molekulargewicht von 80 kDa, das im Gegensatz zu 
dem membranständigen L1-80 des Erkennungsepitop des anti-L1-Antikörpers 555 
trägt.  
4.2.3.1 Beteiligung der Protease MMP9?  
Sequenzvergleiche der extrazellulären Domäne des Moleküls L1 mit möglichen 
Proteaseerkennungsmotiven oder -schnittstellen führten zu dem Ergebnis, dass in 
der sechsten Immunglobulindomäne, sowie in der ersten Fibronektindomäne des 
L1-Moleküls ein putatives Erkennungsmotiv der Matrixmetalloprotease 9 (MMP9) 
lokalisiert ist (Abb. 4.26 A) (Kridel et al., 2001).  
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Abb. 4.26: Die Spaltung des Moleküls L1 durch die Protease MMP9. A: Sequenzvergleiche führten zu 
der Identifizierung von zwei putativen MMP-9 Schnittstellen in der sechsten Ig-Domäne und der ersten 
Fibronektindomäne des Moleküls L1 (gelb hinterlegt). In der sechsten Ig-Domäne lokalisierte Integrin-
Bindungsmotive sind rot hervorgehoben. Carboxyterminal der putativen MMP9-Spaltstelle in der ersten 
Fibronektindomäne ist ein Zuckerbindungsmotiv lokalisiert (CRD = carbohydrate recognition motiv, grün). B: 
Das Schema gibt einen Überblick über die Lage der in dem Versuch des in vitro Verdaus mit der Protease 
MMP9 eingesetzten rekombinant hergestellten Fragmente des humanen L1 Proteins: die a) aus der 
extrazellulären Domäne des Moleküls (L1 extra), sowie den b) Domänen Ig 1 - 6 (L1 Ig 1 - 6) und c) Fn 1 - 5 
(L1 Fn 1 - 5) bestehenden mit dem Fc-Protein verknüpften Fragmente. Die putativen in der sechsten Ig-
Domäne und der ersten Fn-Domäne lokalisierten Schnittstellen der Protease MMP9 sind durch rot 
gestrichelte Linien gekennzeichnet. C: Die rekombinant hergestellten Fragmente des humanen L1-Proteins, 
„L1 extra“ (Spur 1 und 2), „L1 Ig 1 – 6“ (Spur 3 und 4) und „L1 Fn 1 – 5“ (Spur 5 und 6) wurden einem Verdau 
mit der Protease MMP9 unterzogen. Darüber hinaus wurde für jedes Fragment ein Kontrollansatz (Spur 2, 4 
und 6) ohne Enzym bearbeitet. Im Anschluss an den Verdau wurden die Ansätze mit Hilfe der Immunoblot-
Analyse unter Verwendung des polyklonalen anti-L1-Antikörpers untersucht. Die Position der generierten L1-
Bruchstücke ist durch Pfeile markiert. 
Zur Beantwortung der Frage, ob die Protease MMP9 in der Lage ist, das Molekül 
L1 in der sechsten Ig-Domäne und / oder in der ersten Fn-Domäne zu spalten und 
die Spaltung zu der Entstehung von zusätzlichen L1-Bruchstücken führt, wurden 
Fragmente des L1-Proteins (Abb. 4.26 B) einem in vitro Verdau mit der Protease 
MMP9 unterzogen (s. 3.1.12). Neben dem aus der extrazellulären Domäne des 
Moleküls L1 bestehenden Fragmentes „L1 extra“ wurden zusätzlich die die 
Domänen Ig 1 - 6 und Fn 1 - 5 enthaltenen Fragmente „L1 Ig 1 - 6“ und 
Ig6 QITQGPRSAIEKK GARVTFTCQASFDPSLQASITWRGDGRDLQERGDSDKYFIEDGKLVIQSLDYSDQGNYSCVASTELDEVESRAQLLVVGSPGP
FN1 VPHLELSDRHLLKQSQVHLSWSPAEDHNSPIEKYDIEFEDKEMAPEKWFSLGKVPGNQTSTTLKLSPYVHYTFRVTAINKYGPGEPSPVSESVVTPEAAPE
CRD
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„L1 Fn 1 - 5“ untersucht. Für jedes Fragment wurde ein Kontrollansatz in 
Abwesenheit des Enzyms analysiert.  
Nach dem Verdau des Fragmentes „L1 extra“ waren im Vergleich zu dem 
Kontrollansatz zwei Banden mit einem Molekulargewicht von etwa 90 kDa und 
100 kDa mit Hilfe des polyklonalen anti-L1-Antikörpers detektierbar (Abb. 4.26 C, 
Spur 2). Im Gegensatz dazu führte sowohl die Untersuchung der Ansätze mit Hilfe 
des anti-L1-Antikörpers 555, sowie dem anti-Fc-Antikörper zu der Detektion 
lediglich einer Bande mit einem geschätzten Molekulargewicht von etwa 90 kDa 
(Daten nicht gezeigt). Die Protease MMP9 scheint in der Lage zu sein, die 
extrazelluläre Domäne von L1 zu spalten, wodurch zwei Fragmente generiert 
werden: ein Fragment, dass basierend auf den Immunoblot-Analysen sowohl 
durch einen Fc-Tag, als auch durch das Epitop des anti-L1-Antikörpers 555 
charakterisiert wird und ein weiteres, dass ausschließlich mit Hilfe des 
polyklonalen anti-L1-Antikörpers nachweisbar ist. Basierend auf diesen 
Ergebnissen und aufgrund der räumlichen Nähe der putativen Spaltstellen ist 
sowohl eine Spaltung in der sechsten Ig-Domäne als auch in der ersten 
Fibronektindomäne denkbar.   
Für die differenziertere Lokalisierung der MMP9-Schnittstellen in der 
extrazellulären Domäne des Moleküls L1 wurden zusätzlich die Fragmente 
„L1 Ig 1 - 6“ und „L1 Fn 1 - 5“ einem Verdau mit der Protease MMP9 unterzogen. 
Nach dem Verdau des Fragmentes „L1 Ig 1 - 6“ mit der Protease MMP9 wurde 
eine Bande von etwa 30 kDa nachgewiesen (Abb. 4.26 C, Spur 4), die ebenfalls 
mit Hilfe des anti-Fc-Antikörpers detektierbar ist (Daten nicht gezeigt). Die in dem 
Kontrollansatz als minore Komponente detektierbare Bande von etwa 30 kDa, 
könnte auf die in dem für die Aktivierung der MMP9 verwendeten Puffer 
enthaltene Protease Trypsin zurückgeführt werden: Das Enzym MMP9 wird wie 
alle Mitglieder der Matrixmetalloproteasen als inaktive Vorläufer synthetisiert 
(s. 1.2.1.2), deren Aktivierung eine Abspaltung der Prodomäne durch eine 
Serinprotease vorausgeht. In diesem Experiment wurde für die Aktivierung der 
pro-MMP9 vor dem eigentlichen Verdau die Serinprotease Trypsin verwendet. 
Kommt es nach der Aktivierungsreaktion des pro-Enzyms nicht zu einer 
ausreichenden Inhibition des Enzyms Trypsin durch den eingesetzten Inhibitor 
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Aprotinin, sind nicht inhibierte Moleküle des Enzyms Trypsin in der Lage, ihre 
enzymatische Aktivität weiterhin auszuüben. Trypsin spaltet aminoterminal von 
basischen Aminosäuren, die unter anderem auch in dem putativen MMP9-
Erkennungsmotiv in der sechsten Ig-Domäne des Moleküls L1 vorhanden sind. 
Die Protease Trypsin könnte allerdings mit einer viel geringeren enzymatischen 
Effizienz als das Enzym MMP9 die extrazelluläre Domäne von L1 vermutlich in 
der sechsten Ig-Domäne spalten und ebenso wie MMP9 die Entstehung eines 
Fragmentes mit einem Molekulargewicht von 30 kDa fördern.- Das zu dem 
detektierbaren 30 kDa Fragment komplementäre Spaltprodukt bestehend aus den 
Domänen Ig 1 - 6 konnte in dem Immunoblot allerdings nicht nachgewiesen 
werden. Basierend auf diesem Ergebnis ist eine eindeutige Aussage bezüglich 
des Vorkommens einer Schnittstelle der Protease MMP9 innerhalb der Ig-
Domänen des Moleküls nicht möglich. 
Nach dem Verdau des Fragmentes „L1 Fn 1 - 5“ konnte im Vergleich zu dem 
Kontrollansatz ein Fragment, dass ein Molekulargewicht von etwa 75 kDa 
aufwies, detektiert werden (Abb. 4.26 C, Spur 6). Der Nachweis des 
aminoterminalen Anteils der ersten Fibronektindomäne war aufgrund des 
verwendeten Gelsystems nicht möglich. Eine Bestätigung, dass das 70 kDa 
Fragment sowohl einen Fc-Tag als auch das Epitop des anti-L1-Antikörpers 555 
trägt, steht noch aus. Möglicherweise ist die Protease MMP9 in der Lage, L1 
innerhalb der Fibronektindomänen Fn 1 - 5 zu spalten.  
Der Versuch zeigte, dass die Protease MMP9 in vitro in der Lage ist, die 
extrazelluläre Domäne des Moleküls L1 an einer Stelle in den 
Fibronektindomänen 1 - 5 zu spalten. Hinweise dafür, dass die Spaltung des 
Moleküls L1 durch die Protease MMP9 auch in vivo von Bedeutung ist, stehen 
noch aus. Die Analyse der L1-Bruchstücke in Gehirnhomogenaten von MMP9-
defizienten Mäusen im Vergleich zu Wildtyptieren bestätigte die Ergebnisse des 
in vitro Verdaus der L1-Fragmente nicht. In den untersuchten Ansätzen der 
Mutanten wurden keine Unterschiede in dem L1-Bandenmuster im Vergleich zu 
Kontrolltieren festgestellt (Daten nicht gezeigt). Die Gehirne von MMP9-
defizienten Mäusen und den entsprechenden Kontrolltieren wurden von Dr. L. 
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Kazcmarek (Department of Molecular and Cellular Neuroscience, Nencki Institute, 
Warschau, Polen) zur Verfügung gestellt. 
4.2.4 Die Spaltung von L1 in der Transmembrandomäne  
Der nach der Abspaltung des extrazytosolischen – des luminalen oder 
extrazellulären - Proteinanteils eines Transmembranproteins entstandene 
Membranstumpf dient oftmals als Substrat für intramembrane-cleaving proteases 
(iCLiPs). Auch das Zelladhäsionsmolekül L1 wird durch eine Metalloprotease in 
der Nähe des Membranankers gespalten und ein Fragment von 180 kDa 
freigesetzt (s. 4.2.2). Es verbleibt ein dem L1-180 komplementärer Stumpf von 
etwa 30 kDa in der Membran, der die geeignete Voraussetzung für die 
Eigenschaft eines Substrates einer Transmembranprotease mit sich bringt. Um 
die Frage zu untersuchen, ob auch das Zelladhäsionsmolekül L1 in seiner 
Transmembrandomäne gespalten wird, wurden in vitro Proteolyseassays in An- 
bzw. Abwesenheit verschiedener Proteaseinhibitoren durchgeführt (s. 3.1.10). 
Basierend auf der Tatsache, dass die an der Spaltung von 
Transmembranproteinen beteiligten Enzyme, die γ-Sekretasen, der Gruppe der 
Aspartylproteasen zugeordnet werden, wurde der unspezifische 
Aspartylproteaseinhibitor Pepstatin und der γ-Sekretaseinhibitor DAPT für diesen 
Versuch eingesetzt. Der Nachweis der solubilisierten intrazellulären Domäne 
eines Transmembranproteins ist wie in dem Fall des amyloid precursor proteins 
oftmals dadurch erschwert, dass das intrazelluläre Fragment, sofern es nicht 
durch die Interaktion mit einem Bindungspartner stabilisiert wird, in der Zelle in 
sehr kurzer Zeit durch Enzyme des Proteasoms abgebaut wird. Dieser Vorgang 
kann durch den Einsatz des Proteasomeninhibitors MG-132 unterbunden werden. 
Wird auch das Molekül L1 in seiner Membrandomäne unter Beteiligung von 
Transmembranproteasen gespalten und die intrazelluläre Domäne [L1-ICD 
(intracellular domain)] freigesetzt, kann die Entstehung des Fragmentes durch den 
Einsatz der beschriebenen Inhibitoren moduliert werden. Aufgrund der Tatsache, 
dass die intrazellulären Domänen der Moleküle der L1-Subfamilie hochkonserviert 
sind, ist der in diesem Versuch verwendete anti-L1-Antikörper 2c2 darüber hinaus 
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in der Lage, die intrazelluläre Domäne von CHL1 (close homologue of L1, 
s. 1.4.2) zu detektieren. Um eine Kreuzreaktion und somit eine Fehlinterpretation 
der Ergebnisse auszuschließen, wurden für diesen Versuch isolierte Membranen 
von CHL1-defizienten Mäusen eingesetzt.  
In Abwesenheit eines Proteaseinhibitors konnte in den Sedimenten des in vitro 
Proteolyseassays zusätzlich zu dem L1-200, dem membranständigen Fragment 
L1-80 und drei Banden mit einem Molekulargewicht von etwa 30 kDa, die 
möglicherweise dem nach der Freisetzung der extrazellulären Domäne in der 
Membran verbleibenden Membranstumpf L1-30 entsprechen, ein Fragment mit 
einem Molekulargewicht von etwa 15 kDa nachgewiesen werden. Das Fragment 
stimmte mit der errechneten Größe der intrazellulären Domäne des Moleküls L1 
(L1-ICD) überein (Abb. 4.27 A, Spur 1). Im Gegensatz dazu zeigte der 
γ-Sekretaseinhibitor DAPT einen negativen Einfluss auf die Entstehung des 
Fragmentes L1-ICD, dessen Menge in Anwesenheit des Inhibitors auf weniger als 
Abb. 4.27: Nachweis von L1-Fragmenten in den Sedimenten des in vitro Proteolyseassays nach der 
Inkubation mit verschiedenen Proteaseinhibitoren. A: Isolierte Membranen wurden für 1 h bei 37 °C in 
An- bzw. Abwesenheit (Spur 1) der Proteaseinhibitoren DAPT (50 µM, A: Spur 2, B: Balken 2), MG-132 
(5 µM, A: Spur 3, C: Balken 2) und Pepstatin (12,5 µM, A: Spur 4, B: Balken 3) inkubiert (s. 3.1.10). Im 
Anschluß wurden die Proben durch Zentrifugation in Überstände und Sedimente getrennt. Die in den 
Sedimenten enthaltenen Proteine wurden daraufhin Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-L1-
Antikörpers 2c2 untersucht. Der umrandete Bereich zeigt einen Ausschnitt des Immunoblots nach längerer 
Expositionszeit. B und C: Die Balkendiagramme zeigen eine densitometrische Auswertung der Bande des 
Fragmentes L1-ICD dreier unabhängiger Experimente. Die Position der generierten L1-Bruchstücke ist durch 
Pfeile markiert. 
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60 % des Kontrollansatzes reduziert war (Abb. 4.27 A: Spur 2, B: Balken 2). Der 
Einsatz des Aspartylproteaseinhibitors Pepstatin führte ebenfalls zu einer 
verringerten Freisetzung des L1-ICD, obgleich nicht in dem drastischen Maße wie 
unter dem Einfluss des γ-Sekretaseinhibitors DAPT (Abb. 4.27 A: Spur 4, B: 
Balken 3). Zusammenfassend ließen die Ergebnisse die Vermutung zu, dass L1 
zu den Substraten der iCLiPs zählt und in seiner Transmembrandomäne 
gespalten werden kann, was in der Entstehung eines 15 kDa-Fragmentes 
resultiert. Diese Hypothese wurde durch das folgende Ergebnis unterstützt: In 
Anwesenheit des Proteasomeninhibitors MG-132 war die in den Ansätzen 
enthaltene Menge des L1-ICD massiv erhöht (Abb. 4.27 A: Spur 3, C: Balken 2). 
Das durch die Spaltung in der Transmembrandomäne generierte Fragment L1-
ICD scheint von Enzymen des Proteasoms abgebaut zu werden.  
4.2.4.1 Bedeutung für das L1-abhängige Neuritenwachstum 
Es konnte in vorausgehenden Experimenten gezeigt werden, dass die Spaltung 
von L1 durch eine Metalloprotease in der Nähe des Membranankers für den 
Prozess des L1-abhängigen Neuritenwachstums von großer Bedeutung ist 
(s. 4.2.2.4). Der Schritt der Prozessierung der extrazellulären Domäne eines 
Moleküls ist die Voraussetzung für eine weitere Spaltung des Proteins innerhalb 
der Transmembrandomäne, die zu der Freisetzung der intrazellulären Domäne 
eines Moleküls in das Zytosol einer Zelle führt. Die intrazelluläre Domäne eines 
Proteins ist in ihrer Eigenschaft als lösliches Protein in der Lage, ohne die 
Beteiligung von second messenger-Molekülen, Signale aus der Umgebung an 
das Innere einer Zelle weiterzuleiten. Die Ergebnisse des in vitro 
Proteolyseassays (s. 4.2.4) ließen darauf schließen, dass das Molekül L1 in der 
Transmembrandomäne gespalten wird. Dies führte zu der Frage, ob das L1-
abhängige Neuritenwachstum, initiiert durch die Prozessierung der extrazellulären 
Domäne des Proteins, durch die anschließende Spaltung des resultierenden 
Membranstumpfes und die Freisetzung der zytoplasmatischen Domäne vermittelt 
wird. Basierend auf der Tatsache, dass L1-abhängiges Neuritenwachstum durch 
eine homophile Interaktion von L1-Molekülen vermittelt wird (Lemmon et al., 
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1989), wurde der Effekt des γ-Sekretaseinhibitors DAPT, für den in 
vorhergehenden Experimenten (s. 4.2.4) eine inhibitorische Wirkung auf die 
Entstehung des L1-ICD nachgewiesen werden konnte, auf das L1-abhängige 
Neuritenwachstum untersucht. 
Auf dem Kontrollsubstrat poly-L-Lysin und dem Substrat Laminin konnten in An- 
und Abwesenheit des γ-Sekretaseinhibitors DAPT keine signifikanten 
Unterschiede der Neuritenlängen detektiert werden (Abb. 4.28, Balken 1 und 2). 
Im Gegensatz dazu wurde in Anwesenheit des Inhibitors das L1-abhängige 
Neuritenwachstum negativ beeinflusst. Die durchschnittliche Neuritenlänge der 
Explantate war auf weniger als 65 % des Kontrollansatzes in Abwesenheit des 
Inhibitors reduziert (Abb. 4.28, Balken 3). Zusammenfassend zeigten diese 
Ergebnisse, dass die Spaltung von L1 in der Transmembrandomäne für den 
Prozess des L1-abhängigen Neuritenwachstums von großer Bedeutung ist.  
4.2.4.2 Kernlokalisierung der intrazellulären Domäne von L1 
Zelloberflächenrezeptoren wie Notch, APP oder ErbB-4 sind an 
Signaltransduktionprozessen beteiligt, die von der enzymatischen Aktivität von 
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Abb. 4.28: Effekt des γ-Sekretaseinhibitors DAPT 
auf das L1-abhängige Neuritenwachstum.  
Kleinhirnexplantate der Maus (s. 3.3.5.2) wurden auf 
poly-L-Lysin (Balken 1) bzw. auf, mit einer 
Kombination aus poly-L-Lysin und Laminin (Balken 2) 
bzw. murinem L1 (Balken 3) beschichteten 
Deckgläschen (s. 3.3.5.1) in Ab- bzw. Anwesenheit 
des Presenilininhibitors DAPT (10 µM) kultiviert. Im 
Anschluß wurden die Zellen fixiert, gefärbt und das 
Neuritenwachstum am Mikroskop ausgewertet. Die 
durchschnittliche Neuritenlänge auf den Substraten 
poly-L-Lysin, Laminin und NCAM in Abwesenheit der 
Inhibitoren (Kontrollansatz) wurde als 100 % 
festgelegt. Die durchschnittliche Neuritenlänge in 
Anwesenheit der Inhibitoren wurde auf die jeweilige 
Kontrolle bezogen. Die Diagramme zeigen die 
Ergebnisse dreier unabhängiger Experimente. 
∗ p<0,05 
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Transmembranproteasen vermittelt werden. Die durch Spaltung in der Membran 
generierten löslichen intrazellulären Domänen dieser Moleküle werden in den 
Kern transportiert und sind dort an der Regulation der Transkription 
verschiedenster Gene beteiligt (Kimberly und Wolfe, 2003). Um zu überprüfen, ob 
auch L1 nach seiner Spaltung in der Transmembrandomäne als lösliches 
Fragment in den Kern transportiert wird, wurden Immunpräzipitationsexperimente 
(s. 3.1.8) unter Verwendung von Zellkernextrakten (s. 3.1.6.6) durchgeführt. 
Kontrollansätze mit ungekoppelten DYNA-Beads bzw. mit DYNA-Beads gekoppelt 
mit humanem Fc-Protein wurden parallel bearbeitet.  
Die Abb. 4.29 zeigt, dass mit Hilfe des anti-L1-Antikörpers 2c2 ein Fragment mit 
einem Molekulargewicht von etwa 15 kDa aus Zellkernextrakten präzipitierbar ist 
(Abb. 4.29, Spur 1). Eine unspezifische Bindung des Fragmentes an DYNA-
Beads bzw. die konstante Region des Antikörpers konnte dadurch 
ausgeschlossen werden, dass das Fragment L1-ICD in den Kontrollansätzen 
nicht nachweisbar war (Abb. 4.29, Spur 2 und 3). Die mittels Immunoblot-Analyse 
untersuchten Überstände der Ansätze nach der Immunpräzipitation 
verdeutlichten, dass das Ergebnis nicht auf unterschiedlich eingesetzte 
Proteinmengen in den einzelnen Ansätzen zurückgeführt werden konnte 
(Abb. 4.29 B, Spur 1 - 3). Auch in Immunpräzipitationsexperimenten unter 
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Abb. 4.29: Nachweis der intrazellulären Domäne des 
Moleküls L1 in Immunpräzipitaten von 
Zellkernextrakten. Kovalent mit anti-L1-Antikörper 2c2 
(Spur 1), mit humanen Fc-Protein (Spur 2) verknüpfte bzw. 
ungekoppelte (Spur 3) Protein A Sepharose DYNA-Beads 
(s. 3.1.7), wurden mit Zellkernextrakt (s. 3.1.6.6) inkubiert. 
Im Anschluß an die Inkubation wurde der Überstand 
abgenommen (B, Spur 1 - 3). Die in den Überständen 
enthaltenen Proteine wurden zusammen mit den in den 
Präzipitaten (A, Spur 1 – 3) befindlichen Proteinen mit Hilfe 
der Immunoblot-Analyse unter Verwendung des anti-L1-
Antikörpers 2c2 untersucht. Die Lage des intrazellulären 
Fragmentes L1-ICD ist durch einen Pfeil markiert.  
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Verwendung von Zellkernextrakten, die aus den Gehirnhomogenaten von CHL1-
defizienten Mäusen isoliert wurden, konnte das Ergebnis reproduziert werden 
(Daten nicht gezeigt). Somit konnte ausgeschlossen werden, dass es aufgrund 
der Kreuzreaktion des anti-L1-Antikörpers 2c2 mit der intrazellulären Domäne von 
CHL-1 sich bei dem isolierten Fragment auch um die intrazelluläre Domäne des 
L1 verwandten Proteins CHL-1 handeln könnte.   
Die Hypothese, dass die durch Spaltung in der Membran freigesetzte 
intrazelluläre Domäne des Moleküls möglicherweise in den Kern transportiert 
wird, wurde durch die immunhistochemische Analyse von Zellen der 
Neuroblastoma Zellline Neuro 2a unterstützt.   
Die intrazelluläre Domäne des Moleküls L1, detektiert mit Hilfe des anti-L1-
Antikörpers 2c2, konnte vor allem in den Neuriten [Abb. 4.30, A – C (Pfeile)], 
sowie in den Somata der Zellen nachgewiesen werden. Auffällig war eine 
A B C
D E F
* * *
* **
Abb. 4.30: Immunhistochemischer Nachweis des Moleküls L1 in Zellen der Neuroblastoma Zellline 
Neuro 2a unter Verwendung des anti-L1-Antikörpers 2c2. A und D: Zellen der Neuroblastoma Zelllinie 
Neuro 2a wurden auf mit poly-L-Lysin beschichteten Deckgläschen ausgesät, nach der Inkubation für 24 h 
in serumfreiem Kulturmedium fixiert, permeabilisiert und die Lokalisierung der intrazellulären Domäne des 
Moleküls L1 unter Verwendung des anti-L1-Antikörpers 2c2 untersucht. B und E: Eine 
Transmissionsaufnahme der Zellen ist in den Bildern B und E gezeigt. C und F: Die Abb. C und F zeigt eine 
Überlagerung der Bilder A und B, sowie D und E. D, E und F: Eine Vergrößerung des in den Bildern A, B 
und C markierten Vierecks ist in den Bildern D, E und F dargestellt. 
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Akkumulation der intrazellulären Domäne in der Nähe des Zellkerns, die 
vermutlich auf die Neusynthese von L1-Molekülen innerhalb des 
Endoplasmatischen Retikulum und des Golgi-Apparates zurückzuführen ist [Abb. 
4.30, A – C (Dreieck)]. Darüber hinaus zeigen die Bilder A - C in der Abb. 4.30 
(Sterne) eine schwache, aber eindeutige Kernfärbung. Mit diesem Versuch konnte 
allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem im Zellkern 
detektierten Antigen ausschließlich um die intrazelluläre Domäne von L1 und 
nicht die CHL1-ICD handelte. 
Die Ergebnisse der Immunpräzipitationsexperimente und der 
immunhistochemischen Lokalisierung der intrazellulären Domäne des Moleküls 
L1 in Zellen der Neuroblastoma-Zellinie Neuro 2a unterstützten die Vermutung, 
dass die durch Spaltung in der Transmembrandomäne solubilisierte intrazelluläre 
Domäne des Moleküls L1 von ihrem Ursprungsort der Plasmamembran in den 
Zellkern transportiert wird.  
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5 Diskussion 
5.1 Die regulierte Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls 
NCAM 
Neben den membranständigen NCAM-Isoformen NCAM180, NCAM140 und 
NCAM120 wurden bereits in zahlreichen Studien lösliche Fragmente des 
Zelladhäsionsmoleküls nachgewiesen (s. 1.4.1.1), deren Entstehung und 
Bedeutung für das Zentrale Nervensystem bisher nur partiell aufgeklärt werden 
konnte. Nicht nur unter physiologischen Bedingungen spielen lösliche NCAM-
Formen eine Rolle, sie scheinen auch in die Pathogenese von 
neurodegenerativen Erkrankungen wie altersbedingter Demenz und 
Schizophrenie involviert zu sein (Poltorak et al., 1995). Das Ziel dieser Arbeit 
bestand darin, den Mechanismus der Entstehung löslicher NCAM-Fragmente 
aufzuklären, darüber hinaus die für die Freisetzung löslicher Bruchstücke 
verantwortlichen Regulationsmechanismen zu untersuchen, sowie die Funktion 
und Bedeutung der löslichen Fragmente für das Zentrale Nervensystem zu 
erarbeiten. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vitro 
und in vivo Proteolyseassays unterstützten die bisherige Hypothese, dass lösliche 
NCAM-Fragmente durch die Spaltung membranständiger Isoformen entstehen, 
wobei das Glykosylierungsmuster der Proteine keinen Einfluss auf die regulierte 
Prozessierung ausübt (s. 4.1.1.1, 4.1.1.2). In die Spaltung der Isoformen 
NCAM140 und NCAM180 ist die den ADAMs (s. 1.2.1.1) zugehörige 
Metalloprotease ADAM17 / TACE involviert, wohingegen die Freisetzung der 
extrazellulären Domäne des GPI-verankerten Proteins NCAM120 über einen 
anderen Prozess reguliert wird (s. 4.1.1.3, 4.1.1.4 und 4.1.1.5). Die Proteolyse der 
mit dem Molekül Calmodulin intrazellulär interagierenden NCAM-Isoformen 
NCAM140 und NCAM180 wird von Calmodulininhibitoren positiv beeinflusst 
(s. 4.1.2.1, 4.1.2.2). Darüber hinaus führt eine Modulation des Aktinzytoskeletts 
zu einer erhöhten Freisetzung löslicher NCAM-Fragmente (s. 4.1.3.1). Weiterhin 
sind sowohl die regulierte Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls, als auch 
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das Molekül Calmodulin essentiell für den Zytoskelett-vermittelten Mechanismus 
des NCAM-abhängigen Neuritenwachstums (s. 4.1.3.3, 4.1.3.2).   
Lösliche Fragmente des Moleküls NCAM entstehen durch die regulierte 
Prozessierung der membranständigen Isoformen NCAM140 und NCAM180 
unter Beteiligung der Protease ADAM17 / TACE. Zahlreiche 
membrangebundene Proteine existieren nicht nur als Transmembranproteine, 
sondern können auch in löslicher Form nachgewiesen werden. Lösliche Formen 
von membranständigen Proteinen werden durch die regulierte Spaltung des 
Moleküls in der Nähe des Membranankers in die Umgebung einer Zelle 
freigesetzt; ein Vorgang der von Proteasen katalysiert wird, die zu der Gruppe der 
Secretases oder Sheddases zusammengefasst werden (s. 1.2, 1.2.1.1) (Hooper 
et al., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte in vitro und in vivo 
Proteolyseassays zeigten (s. 4.1.1.1, 4.1.1.3), dass auch lösliche NCAM-Formen 
durch die regulierte Prozessierung der membranständigen Isoformen NCAM140 
und NCAM180 unter Beteiligung einer Metalloprotease entstehen (s. 4.1.1.4). Die 
Freisetzung löslicher Fragmente des GPI-verankerten NCAM120 basiert auf 
einem anderen Mechanismus (s. 4.1.1.4). An der regulierten Prozessierung von 
Membranproteinen sind in Abhängigkeit der Verankerung des Proteins in der 
Membran sowohl Phospholipasen, als auch Proteasen beteiligt. Die Isoformen 
NCAM180 und NCAM140 sind Transmembranproteine, wohingegen NCAM120 
über einen GPI-Rest in der Membran verankert ist (s. 1.4.1). Im Gegensatz zu der 
Freisetzung der extrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 sind an 
der Spaltung des GPI-verankerten NCAM120 keine Proteasen beteiligt. So liegt 
die Vermutung nah, dass NCAM120 durch die Spaltung des Lipidankers, 
katalysiert durch die enzymatische Aktivität einer Phospholipase, von der 
Membran gelöst wird. 
Lösliche NCAM-Fragmente zeichnen sich durch eine extreme Vielfalt ihrer 
Molekulargewichte - von 110 kDa bis zu 190 kDa - aus. Das Molekulargewicht der 
extrazellulären Domäne des Moleküls NCAM, die durch regulierte Prozessierung 
von der Zelloberfläche gespalten werden kann, kann durch eine Verknüpfung mit 
Sialinsäureketten, die aus mehr als hundert Zuckermonomeren bestehen können, 
dramatisch verändert werden (Kiss und Rougon, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit 
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konnte gezeigt werden, dass lösliche Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls 
NCAM mit einem Molekulargewicht von größer als 110 kDa durch die Spaltung 
membranständiger glykosylierter, speziell PSA-tragender Isoformen entstehen. 
(s. 4.1.1.1, 4.1.1.2). Extreme Schwankungen in den Molekulargewichten löslicher 
NCAM-Fragmente sind daher durch Modifikationen des Glykosylierungsmusters 
des Zelladhäsionsmoleküls zu erklären.  
Dem Zelladhäsionsmolekül NCAM im allgemeinen und PSA-NCAM im speziellen 
wird eine große Rolle in der Entwicklung des Nervensystems zugeschrieben 
(s. 1.4.1). Das Zuckerepitop fördert durch eine Aufhebung der Interaktion 
zwischen benachbarten Zellen nicht nur die Migration, sondern ist auch an der 
Defaszikulierung von Neuronen bei einem Neuarrangement von Axontrakten 
beteiligt (Durbec und Cremer, 2001). Möglicherweise spielen Proteasen bei der 
Vermittlung dieser Vorgänge eine bedeutende Rolle, die durch die regulierte 
Prozessierung des Moleküls NCAM bestehende Zell-Zell- und Zell-
Matrixinteraktionen aufheben. Im adulten Nervensystem wird PSA-NCAM im 
Gegensatz zu NCAM, das an der Stabilisierung bestehender Strukturen beteiligt 
ist, eine Funktion bei regenerativen Prozessen und der synaptischen Plastizität 
zugeordnet (Doherty et al., 1995; Fox et al., 1995; Becker et al., 1996; Eckhardt et 
al., 2000; Muller et al., 2000). Die in dem Hippocampus durch den Prozess der 
Langzeitpotenzierung charakterisierte synaptische Plastizität wird mit 
aktivitätsabhängigen Veränderungen von Molekülen des synaptischen Spaltes 
erklärt. Lösliche Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls NCAM können nach der 
Stimulation von LTP in Maus-Hippocampi nachgewiesen werden (Fazeli et al., 
1994; Hoffman et al., 1998; Hoffman, 1998). Möglicherweise werden die von 
NCAM bzw. PSA-NCAM vermittelten Funktionen der synaptischen Plastizität unter 
anderem durch die regulierte Proteolyse des Zelladhäsionsmoleküls moduliert.   
Für die Spaltung von Membranproteinen sind unter anderem Metalloproteasen 
der ADAM-Familie verantwortlich (s. 1.2.1.1). Eines der am besten untersuchten 
Mitglieder der ADAMs ist die Protease TACE (TNFα converting enzyme). TACE-
defiziente Mäuse zeigen einen massiven Phänotyp. Die Mehrheit der Mutanten 
stirbt in dem Zeitraum von Tag 17 des Embryonalstadiums bis zu einem Tag nach 
der Geburt. Die wenigen überlebenden Mutanten weisen eine starke 
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Degeneration des Auges, schwere Defekte der Haut und in der Reifung 
epithelialer Zellen und deren Organisation auf, die die Funktion zahlreicher 
Organe wie des Darms, der Lunge, des Magens, der Schilddrüse, der 
Nebenschilddrüse und der Speicheldrüsen negativ beeinflussen. Dieser 
dramatische Phänotyp der TACE-defizienten Mäuse ist nicht nur auf eine 
fehlende Prozessierung des namensgebenden Substrates der Protease, des 
tumor necrosis factor α (TNFα) zurückzuführen. Die Protease scheint über die 
Spaltung des TNFα hinaus an der Prozessierung weiterer Transmembranproteine 
beteiligt zu sein, die vor allem eine bedeutende Rolle in der Entwicklung des 
Organismus spielen und so den massiven Effekt des Fehlens des Proteins TACE 
erklären könnten (Peschon et al., 1998). In zahlreichen Studien konnten bereits 
weitere Substrate der Protease TACE identifiziert werden, zu denen unter 
anderem L-Selectin (Goddard et al., 2001), p75 TNF-Rezeptor (Peschon et al., 
1998) und das amyloid precursor protein (Buxbaum et al., 1998) zählen (s. auch 
1.2.1.1). Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Transfektionsexperimente mit 
Expressionskonstrukten kodierend für die Protease TACE und eine, in der 
proteolytischen Aktivität defizienten Form des Enzyms dTACE zeigten, dass die 
Protease auch an der Freisetzung löslicher Fragmente des 
Zelladhäsionsmoleküls NCAM beteiligt ist (s. 4.1.1.5). Die Gruppe von Proteinen, 
die zu den Substraten der Protease TACE zählen, kann somit um ein zusätzliches 
Protein, das Zelladhäsionsmolekül NCAM, erweitert werden.   
Die physiologische Bedeutung der Protease TACE für das sich entwickelnde und 
adulte Nervensystem konnte bisher nur partiell aufgeklärt werden. Eine 
histochemische Analyse der zellulären Lokalisierung des Proteins im adulten 
Zentralen Nervensystem zeigt eine ausschließliche Verteilung der Protease in 
den Gehirnregionen des Hippocampus, des Kleinhirns, des Mesencephalons und 
der Brücke (Pons) (Karkkainen et al., 2000; Skovronsky et al., 2001). Im 
Hippocampus scheint die Protease TACE an der Vermittlung der synaptischen 
Plastizität beteiligt zu sein, die unter anderem auch durch lösliche Fragmente des 
Zelladhäsionsmoleküls NCAM moduliert wird (Luthi et al., 1994; Fazeli et al., 
1994). Neben einer Beteiligung an der Entstehung neurodegenerativer 
Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose ist TACE darüber hinaus als 
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α-Sekretase in der Lage, die Entstehung des für die Erkrankung Morbus 
Alzheimer charakteristischen Peptids amyloid β zu verhindern (s. 1.3) (Hohnoki et 
al., 1998).  
Die Beteiligung von Proteasen an der Entstehung löslicher Fragmente des 
Zelladhäsionsmoleküls NCAM erklärt möglicherweise deren Vorkommen in 
zahlreichen pathologischen Situationen. So sind lösliche NCAM-Fragmente im 
Serum von Lungenkrebspatienten nachweisbar (Jaques et al., 1993; Takamatsu 
et al., 1994). Darüber hinaus scheinen sie in die Pathogenese von 
neurodegenerativen Erkrankungen wie altersbedingter Demenz und 
Schizophrenie involviert zu sein (Poltorak et al., 1995). Proteasen sind Enzyme, 
die nicht nur auf Transkriptionsebene, sondern auch nach ihrer Reifung zu einem 
funktionellen Protein durch zahlreiche Mechanismen reguliert werden können 
(s. 1.1). Unter pathologischen Bedingungen gerät die Balance zwischen 
verantwortlichen Proteasen und ihren endogenen Regulationssystemen oftmals 
aus dem Gleichgewicht, was in einer unkontrollierten Spaltung der Substrate 
resultiert. Positive Eigenschaften kehren sich in negative um (s. 1.3): So erscheint 
die Protease-geförderte Migration von Zellen in der Entwicklung eines 
Organismus unter pathologischen Bedingungen, die dann unter anderem für die 
Metastasierung von Tumorzellen verantwortlich sein kann, in einem völlig neuen 
Licht.  
Der Kalziumsensor Calmodulin, der die regulierte Prozessierung 
membranständiger NCAM-Isoformen negativ beeinflusst, interagiert mit der 
intrazellulären Domäne der membranständigen Isoformen NCAM140 und 
NCAM180. Das hochkonservierte und der EF-Hand-Familie zugehörige Protein 
Calmodulin zählt neben seiner in dem Skelettmuskel vorkommenden Isoform 
Troponin C zu den Hauptkalziumsensoren der eukaryotischen Zelle. Calmodulin 
besteht aus zwei globulären „Lappen“, die durch eine lange α-Helix miteinander 
verbunden sind. Jeder „Lappen“ wird von zwei EF-Hand-Strukturen gebildet, so 
dass Calmodulin vier Bindungsstellen für Kalziumionen besitzt. In Abwesenheit 
von Kalziumionen sind die für die Bindung mit verschiedenen Zielproteinen 
verantwortlichen negativ geladenen und von hydrophoben Bereichen 
umgebenden Regionen des Proteins maskiert. Die Bindung von Kalziumionen hat 
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eine Konformationsänderung zur Folge, die eine Interaktion mit Zielproteinen 
ermöglicht. Calmodulin ist so in der Lage, mit positiv geladenen, amphiphatischen 
α-Helices, die in der Aminosäuresequenz seiner Zielproteine lokalisiert sind, zu 
interagieren. Mehr als hundert Enzyme können von dem Molekül Calmodulin 
reguliert werden (Abb. 5.1). Diaz-Rodriguez et al. konnten zeigen, dass 
Calmodulin auch an der Regulation des Ectodomain Sheddings der 
Transmembranproteine des transforming growth factor-α receptors, des amyloid 
precursor proteins, der tyrosine receptor kinase A oder des L-selectins beteiligt ist 
(Diaz-Rodriguez et al., 2000). In vivo Inhibitorassays in An- bzw. Abwesenheit des 
Calmodulininhibitors CGS 9343 B zeigten, dass auch die regulierte Proteolyse 
des Zelladhäsionsmoleküls NCAM negativ von dem Kalziumsensor Calmodulin 
beeinflusst wird (s. 4.1.2.1). Bisher konnte der Mechanismus des Einflusses von 
Calmodulin auf die regulierte Proteolyse von Transmembranproteinen nur in 
wenigen Fällen aufgeklärt werden. So konnte für das Protein L-selectin 
nachgewiesen werden, dass die Modulation der Prozessierung des Proteins von 
einer direkten Interaktion mit dem Kalziumsensor Calmodulin abhängig ist (Matala 
et al., 2001). Für viele prozessierte Transmembranproteine fehlt jedoch der 
Nachweis einer direkten Interaktion mit dem Protein Calmodulin, so dass auch ein 
indirekter Mechanismus als Problemlösung in betracht gezogen werden muß. Der 
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 calmodulin kinase I / II
 phosphorylase kinase
 myosin light chain kinase
Calmodulin
Abb. 5.1: Calmodulin ist in die Regulation von zahlreichen Signaltransduktionswegen involviert. 
Eine Bindung von Kalziumionen an Calmodulin führt zu der Aktivierung von zahlreichen Enzymen und 
Proteinkomplexen, die die Modulation und Regulation verschiedenster zellulärer Prozesse ermöglichen.  
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Einfluss von Calmodulin auf die regulierte Prozessierung von NCAM kann daher 
auf der einen Seite indirekt, möglicherweise über eine Regulation der 
verantwortlichen Protease, vermittelt werden, auf der anderen Seite aber auch auf 
einer direkten Interaktion von Calmodulin mit dem Protein NCAM basieren. So 
stellte sich die Frage, ob NCAM möglicherweise in der Lage ist, mit dem 
Kalziumsensor Calmodulin zu interagieren. Überraschenderweise führten 
Sequenzvergleiche zu der Identifizierung eines möglichen invertierten 
Calmodulinbindungsmotivs („1-5-8-14“- Motiv) in Membrannähe der, in diesem 
Abschnitt identischen, intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 
(Abb. 4.10). Im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte ELISA-Studien zeigten, dass 
Calmodulin in der Tat in der Lage ist, konzentrationsabhängig an die 
intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180 zu binden (s. 4.1.2.2). Die 
intrazelluläre Domäne von NCAM180 zeigte im Vergleich zu NCAM140-ICD eine 
stärkere Interaktion mit dem Protein Calmodulin. Ein Einfluss der ausschließlich in 
der ICD von NCAM180 vorkommenden, von dem Exon 18 kodierten, 
Aminosäuresequenz an der Vermittlung der Bindung an Calmodulin liegt nah. Die 
Interaktion der beiden Moleküle konnte mit Hilfe von 
Immunpräzipitationsexperimenten und surface plasmon resonance - Analysen 
verifiziert werden (Bohrmann, 2001). Kompetitionsstudien zur genaueren 
Lokalisierung der Calmodulinbindungsstelle unter Verwendung von Peptiden, die 
unter anderem die putative Calmodulinbindungsstelle mimikrierten, bestätigten, 
dass die Interaktion der Proteine über einen membrannahen Abschnitt der 
zytoplasmatischen Domäne, der das mögliche Calmodulinbindungsmotiv aufweist, 
vermittelt wird (s. 4.1.2.2). Dennoch bestand die Möglichkeit, dass die Kompetition 
durch das Peptid, das die putative Bindungsstelle mimikrierte, indirekt, eventuell 
über eine Interaktion mit der ICD des NCAM140 bzw. NCAM180 und einer daraus 
resultierenden Konformationsänderung, vermittelt wird. Weitere ELISA-Studien in 
Anwesenheit steigender Konzentrationen der intrazellulären Domäne von 
NCAM140 und konstanten Mengen des die Bindungsstelle mimikrierenden 
Peptids zeigten jedoch eine Kompetition der konzentrationsabhängigen und 
sättigbaren Bindung der beiden Proteine, die in einem niedrigeren Plateauwert 
endete (s. 4.1.2.2). Würde die Kompetition des Peptids nicht auf einer direkten 
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Bindung an das Protein Calmodulin basieren, würde sich der Effekt bei 
steigenden Konzentrationen der NCAM140-ICD verringern und die Bindungskurve 
bei einer definierten Konzentration das Plateau der Kontrollkurve erreichen. Für 
die intrazelluläre Domäne von NCAM180 konnte dieser Effekt lediglich in 
Anwesenheit geringer Konzentrationen der NCAM180-ICD festgestellt werden 
(s. 4.1.2.2). Höhere Konzentrationen des Interaktionspartners NCAM180-ICD 
führten in Anwesenheit des kompetierenden Peptids zu einem linearen Anstieg 
der Bindungskurve, was möglicherweise durch eine Überlagerung zweier 
Mechanismen zu erklären ist. Es besteht die Möglichkeit, dass der Einsatz des 
kompetierenden Peptides bei Konzentrationen der NCAM180-ICD über 10 µg/ml 
zu einer Zusammenlagerung einzelner Moleküle führt, die dennoch an Calmodulin 
binden können und zu einer erhöhten gemessenen Absorption führen. Dieser 
massive Effekt trat in den Vordergrund und machte eine Auswertung des 
Einflusses des kompetierenden Peptids in Anwesenheit höherer Konzentrationen 
des NCAM180-ICD unmöglich (s. 4.1.2.2).  
Basierend auf diesen Ergebnissen lag die Vermutung nah, dass die Modulation 
der regulierten Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls NCAM durch den 
Kalziumsensor Calmodulin über eine direkte Interaktion der beiden Proteine 
vermittelt werden könnte, wie es bereits für das in die Leukodiapedese involvierte 
Protein L-selectin gezeigt werden konnte. In dem Fall von L-selectin interagiert 
das Protein Calmodulin konstitutiv mit der intrazellulären Domäne des L-selectins 
in „ruhenden“ Leukozyten (Matala et al., 2001). Die Spaltung der extrazellulären 
Domäne von L-selectin wird durch verschiedenste Einflüsse wie 
Entzündungsvorgänge (Kishimoto et al., 1989), osmotischen Stress (Rizoli et al., 
1999) und bakteriellen Superantigenen oder Toxinen (Miethke et al., 1993; Walev 
et al., 2000) stimuliert. An der Freisetzung der extrazellulären Domäne des 
Moleküls L-selectin ist die auch in die Spaltung membranständiger NCAM-
Isoformen involvierte Metalloprotease ADAM 17 / TACE beteiligt (Peschon et al., 
1998). Es wird vermutet, dass eine Aktivierung der Leukozyten zu einer 
Aufhebung der Interaktion zwischen Calmodulin und L-selectin führt, die eine 
Konformationsänderung der extrazellulären Domäne einhergehend mit einer 
Präsentation der Spaltstelle zur Folge hat (Kahn et al., 1998; Fors et al., 2001).  
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Die Interaktion von Calmodulin mit seinen Zielproteinen kann nicht nur durch 
variierende Konzentrationen von Kalziumionen und damit einhergehenden 
Konformationsänderungen des Calmodulins reguliert werden. Die Zelle bedient 
sich unter anderem des Mechanismus der Phosphorylierung von 
Aminosäureresten, die in der Calmodulinbindungsstelle der intrazellulären 
Domäne der Zielproteine lokalisiert sind. In der zytoplasmatischen Domäne der 
Proteine MARCKS, neurogranin und neuromodulin befinden sich Serinreste, die 
nach ihrer Verknüpfung mit einem Phosphatrest die Interaktion mit dem Molekül 
Calmodulin verhindern (Alexander et al., 1987; Hartwig et al., 1992; Huang et al., 
1993). In dem Bereich des putativen in Membrannähe lokalisierten 
Calmodulinbindungsmotiv in den intrazellulären Domänen der Isoformen 
NCAM140 und NCAM180 sind keine Phosphorylierungsstellen zu finden. Jedoch 
überlappt das Bindungsmotiv mit vier potentiellen Palmitylierungsstellen, die 
durch die Aminosäure Cystein charakterisiert werden (Abb. 5.2). Die Verknüpfung 
eines Palmitinsäurerestes mit der Aminosäure Cystein führt zu einer Insertion des 
NCAM140 in lipid rafts, die in einer Aktivierung des für das NCAM-abhängige 
Neuritenwachstum essentiellen non-receptor tyrosine kinase pathways resultiert 
(Niethammer et al., 2002). Möglicherweise beeinflusst auch die Modifikation der 
intrazellulären Domäne der Isoformen NCAM140 und NCAM180 durch 
Palmitylierung, ähnlich wie die Phosphorylierung der Proteine MARCKS, 
neurogranin oder neuromodulin, die Interaktion mit dem Molekül Calmodulin. 
Daraus resultiert folgende Hypothese: Ähnlich wie in dem Fall des L-selectins 
interagiert NCAM konstitutiv mit dem Protein Calmodulin und verhindert so durch 
eine Maskierung der Cysteine eine Palmitylierung der intrazellulären Domäne. 
Die ADAM-Schnittstelle in der extrazellulären Domäne des Moleküls ist für die 
Protease nicht zugänglich. Die Aktivierung einer Zelle führt zu einer Ablösung des 
MDITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKAGPG NCAM140ICD
MDITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKAGPG NCAM180ICD
14            8 5 1
Abb. 5.2: Lokalisierung des putativen Calmodulinbindungsmotivs in den intrazellulärem Domänen 
von NCAM 140 und NCAM 180. Sequenzvergleiche führten zu der Identifizierung eines putativen 
invertierten „1-5-8-14“-Calmodulinbindungsmotivs (grün hinterlegt) in der intrazellulären Domäne von 
NCAM140 und NCAM180. Die Lage der möglichen Palmitylierungsstellen ist blau hervorgehoben.  
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Calmodulins von seinem Interaktionspartner NCAM, was in einer 
Konformationsänderung der extrazellulären Domäne des Membranproteins 
resultiert, die eine Freilegung der Schnittstelle zur Folge hat. Auf der einen Seite 
kann die Spaltung des Proteins direkt nach Demaskierung der Schnittstelle 
erfolgen, andererseits werden das Substrat und sein Enzym möglicherweise erst 
durch eine Palmitylierung und einer damit einhergehenden Insertion in lipid rafts 
zusammengeführt. Wie bereits erwähnt, stellt die Insertion des NCAM140 in 
Membranmikrodomänen eine bedeutende Rolle für den Prozess des NCAM-
abhängigen Neuritenwachstums dar, der unter anderem durch eine ständige 
Modulation von Zell-Zell- und Zellmatrixinteraktionen und massiven 
Umstrukturierungen des Zytoskeletts charakterisiert wird. Dies implizierte die 
Frage, welche Funktionen durch die regulierte Prozessierung des 
Zelladhäsionsmoleküls NCAM moduliert werden und welche Rolle dabei der 
Kalziumsensor Calmodulin spielt. Ist die regulierte Prozessierung von NCAM 
möglicherweise in das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum involviert? 
Die regulierte Prozessierung der membranständigen Isoformen NCAM140 
und NCAM180 und der Interaktionspartner Calmodulin spielen eine 
essentielle Rolle für das NCAM-abhängige Neuritenwachstum. Erste 
Antworten auf diese Frage gaben in vivo Proteolyseassays zur Untersuchung des 
Einflusses Zytoskelett-stabilisierender und -destabilisierender Substanzen auf die 
regulierte Proteolyse des Zelladhäsionsmoleküls NCAM. Die Versuche zeigten, 
dass lediglich die Modulation des Aktinzytoskeletts zu einer verstärkten 
Freisetzung der extrazellulären Domäne des Moleküls NCAM führt, wohingegen 
Tubulin-modulierende Agentien die Spaltung nicht beeinflussen (s. 4.1.3.1). 
Bereits in zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass das Aktinzytoskelett 
und nicht Mikrotubuli an der Regulation des Ectodomain Sheddings von 
Transmembranproteinen beteiligt ist. So führt die Zerstörung des 
Aktinzytoskeletts durch die Substanz Cytochalasin D zu einer Reduktion der 
Freisetzung des Proteins CD44 (Shi et al., 2001). Eine verstärkte 
Aktinpolymerisation induziert die Spaltung der Proteine Fcgamma-Rezeptor III, 
CD 43 und L-selectin (Middelhoven et al., 1999). Auch an der regulierten Spaltung 
der MT1-MMP ist das Aktinzytoskelett beteiligt. Eine Zerstörung von 
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Aktinfilamenten durch die Aktin-destabilisierenden Substanzen Concanavalin A 
und Cytochalasin D resultiert in einer verstärkten Prozessierung der 
Metalloprotease (Annabi et al., 2001).  
In der Entwicklung und der Regeneration des Zentralen Nervensystems wird vor 
allem der Prozess des Neuritenwachstums, der unter anderem auch von dem 
Zelladhäsionsmolekül NCAM beeinflusst wird, durch Modulationen des 
Zytoskeletts reguliert. Der Vorgang des Neuritenwachstums setzt sich aus zwei 
aufeinanderfolgenden Schritten zusammen: Zunächst bildet eine Zelle Filopodien 
aus, deren Entstehung ausschließlich auf einem auf dem Aktinzytoskelett-
vermittelten Tretmühlenartigen Mechanismus basieren. Dieser Vorgang resultiert 
in einer gerichteten Vorwärtsbewegung des Wachstumskegels, der die Spitze 
eines auswachsenden Neuriten bildet. Im folgenden kommt der zweite Prozess zu 
tragen, der zu einer Verlängerung des Neuriten führt, die durch Mikrotubuli und 
nicht durch das Aktinzytoskelett vermittelt wird. Für das Protein NCAM konnte 
eine Beteiligung an dem durch das Aktinzytoskelett vermittelten und gerichteten 
Auswachsen des Wachstumskegels nachgewiesen werden (Takei et al., 1999). 
Dies implizierte die Frage, ob die durch eine Modulation des Aktinzytoskeletts 
regulierte Freisetzung der extrazellulären Domäne des Moleküls NCAM eine Rolle 
für das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum spielt. Die Analyse der 
Neuritenlängen von Kleinhirnexplantaten in An- bzw. Abwesenheit des 
Metalloproteaseinhibitors GM 6001, der in der Lage ist, die Freisetzung der 
extrazellulären Domäne des Moleküls NCAM zu inhibieren (s. 4.1.1, 4.1.1.3), 
zeigte, dass in der Tat die regulierte Proteolyse des Zelladhäsionsmoleküls 
NCAM von essentieller Bedeutung für das NCAM-abhängige Neuritenwachstum 
ist (s. 4.1.3.2).  
Die Vorwärtsbewegung eines Wachstumskegels erfordert ein angemessenes 
Substrat zur Verankerung und Stabilisierung des Axons in der neu 
eingenommenen Umgebung. Zelloberflächenrezeptoren wie die 
Zelladhäsionsmoleküle NCAM oder L1 interagieren mit Guidance-Moleküle der 
extrazellulären Matrix. Einige dieser Rezeptoren liegen nicht nur in 
membranverankerter Form vor, sondern können auch durch regulierte Proteolyse 
von der Membran gelöst und in die EZM integriert werden, wo sie möglicherweise 
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eine Funktion als attraktives oder repulsives Substrat ausüben. Auch das 
Zelladhäsionsmolekül NCAM ist in der Lage, sowohl in seiner Funktion als 
membrangebundener Rezeptor als auch als immobilisiertes Substrat der EZM 
NCAM-abhängiges Neuritenwachstum zu stimulieren (Ronn et al., 2002). 
Möglicherweise werden Interaktionen im Bereich des Wachstumskegels, die 
durch das Molekül NCAM vermittelt werden, von dem, durch das Aktinzytoskelett 
regulierten, Prozess des Ectodomain Sheddings beeinflusst. Carenini et al. 
konnten zeigen, dass die Zerstörung des Aktinzytoskeletts durch Cytochalasin D 
zu einer massiven Reduktion von NCAM-vermittelten Zell-Zellkontakten führt 
(Carenini et al., 1998). Es liegt die Vermutung nah, dass der Abbau des 
Aktinzytoskeletts eine verstärkte Prozessierung des Moleküls NCAM zur Folge 
hat, die in einer Aufhebung von Zell-Zell- und Zell-Matrixinteraktionen resultiert. 
Dies ermöglicht einem wachsenden Neuriten in Abhängigkeit von attraktiven oder 
repulsiven Stimuli neue Wege einzuschlagen, mit anderen Nervenbahnen und 
Axontrakten zu assoziieren und somit die Entwicklung des Nervensystems in 
einem besonderen Maße zu beeinflussen.  
So blieb die Frage zu klären, welchen Einfluss der mit den intrazellulären 
Domänen von NCAM140 und NCAM180 interagierende und die regulierte 
Proteolyse von NCAM negativ beeinflussende Kalziumsensor Calmodulin auf das 
NCAM-abhängige Neuritenwachstum ausübt. Im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführte Untersuchungen zeigten, dass nicht nur die regulierte Proteolyse 
von NCAM, sondern darüber hinaus auch das Molekül Calmodulin eine 
bedeutende Rolle für das NCAM-vermittelte Neuritenwachstum spielt. Der Einsatz 
des Calmodulininhibitors CGS 9343 B führte zu einer massiven Reduktion des 
NCAM-vermittelten Neuritenwachstums (s. 4.1.3.3), wohingegen PLL-, Laminin- 
oder L1-abhängiges Neuritenwachstum von dem Inhibitor nicht beeinflusst wurde. 
Möglicherweise spielt für den Prozess des NCAM-vermittelten Neuritenwachstums 
die direkte Interaktion der Proteine NCAM und Calmodulin eine besondere Rolle. 
Diese Frage bleibt offen, doch lassen sich folgende Überlegungen anschließen: 
Die Stimulation von NCAM-vermittelten Neuritenwachstum führt über 
verschiedene Signaltransduktionswege zu einer Mobilisierung von Kalziumionen 
sowohl aus der Umgebung der Zelle, als auch aus intrazellulären 
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Kalziumspeichern (s. 1.4.1). Erhöhte Kalziummengen in dem Inneren einer Zelle 
können unter anderem die Bindungseigenschaften des Kalziumsensors 
Calmodulin beeinflussen. Neben der Regulation der Aktivität von zahlreichen 
Enzymen (Abb. 5.1), moduliert Calmodulin über eine Interaktion mit Proteinen wie 
spectrin (Stromqvist et al., 1988; Steiner et al., 1989), β-adducin (Scaramuzzino 
und Morrow, 1993) oder caldesmon (Ikebe et al., 1990; Marston et al., 1994) 
zahlreiche von dem Zytoskelett vermittelte Vorgänge. Spectrin, β-adducin und 
caldesmon übernehmen die Rolle von linker Proteinen, die eine Brücke zwischen 
Zelladhäsionsmolekülen und dem Zytoskelett bilden und so über eine Bindung 
von Komponenten der EZM eine Verankerung der Zelle in ihrer Umgebung 
ermöglichen. Das Protein spectrin zählt zu den Interaktionspartnern des Moleküls 
NCAM. So ist denkbar, dass Calmodulin durch eine direkte Bindung an das 
Molekül NCAM die durch das Protein spectrin vermittelte Interaktion mit dem 
Aktinzytoskelett aufhebt. In ähnlicher Weise wirkt Calmodulin als eine Art 
Antagonist auf die Interaktion des NMDA-Rezeptors mit dem Zytoskelett 
assoziierten Protein α-actinin (Wyszynski et al., 1997). Weiterhin besteht die 
Möglichkeit, dass Calmodulin indirekt, vermittelt durch eine Spaltung des 
Linkerproteins spectrin unter Beteiligung von Proteasen der Calpaine, die 
Fähigkeit des spectrins, an das Aktinzytoskelett zu binden, verhindert (Harris und 
Morrow, 1988; Harris und Morrow, 1990). Eine Aufhebung der Interaktion von 
NCAM mit dem Aktinzytoskelett würde die Stabilität von Zellkontakten, aber auch 
Zell-Matrixinteraktionen und die damit verknüpfte Verankerung einer Zelle in ihrer 
Umgebung massiv beeinflussen. Die darüber hinaus durch das Aktinzytoskelett 
und das Protein Calmodulin beeinflusste regulierte Proteolyse des 
Zelladhäsionsmoleküls ermöglicht in ihrer Eigenschaft eines kurzfristig 
einsetzbaren Mechanismus die Aufhebung der Verankerung des 
richtungsweisenden Wachstumskegels eines auswachsenden Neuriten. Eine 
Zelle ist so in der Lage, ausgelöst durch Signaltransduktionsprozesse sehr 
schnell auf richtungsweisende Stimuli in der Umgebung einer Zelle zu reagieren.  
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5.2 Die regulierte Prozessierung des Zelladhäsionsmoleküls L1 
Nicht nur für das Protein NCAM, sondern auch in dem Fall des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 wurden bereits in sehr frühen Studien lösliche 
Fragmente in den Überständen von Gehirnhomogenaten (Rathjen und 
Schachner, 1984; Faissner et al., 1985; Sadoul et al., 1988; Liljelund et al., 1994) 
nachgewiesen. Ebenso wie Fragmente des NCAMs scheinen sie nicht nur an 
physiologischen Prozessen, sondern auch an der Pathogenese zahlreicher 
Tumorerkrankungen und neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus 
Alzheimer (Nybroe et al., 1989; Meli et al., 1999) beteiligt zu sein. Trotz intensiver 
Forschung konnte die Entstehung sowie die Bedeutung der löslichen Fragmente 
des Moleküls L1 bisher nur partiell aufgeklärt werden. Das Ziel dieser Arbeit 
bestand darin, die für die Freisetzung löslicher Fragmente verantwortliche 
Protease zu identifizieren, darüber hinaus die der Prozessierung des Moleküls L1 
zugrunde liegenden Regulationsmechanismen aufzuklären und die Funktion der 
löslichen Fragmente im Zentralen Nervensystem zu untersuchen.  
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigten, dass an der 
Entstehung des löslichen Fragmentes L1-140, das zunächst über die Ausbildung 
eines Heterodimers mit einem membranständigen L1-Molekül membranassoziiert 
bleibt (s. 4.2.1.3) und erst durch eine Spaltung des L1-200 unter Beteiligung einer 
Metalloprotease von der Membran gelöst wird (s. 4.2.2.1, 4.2.2.2), die 
Prohormonkonvertasen PC5A und Furin beteiligt sind (s. 4.2.1.1). Das Fragment 
L1-180, dessen Entstehung durch das Molekül Calmodulin negativ beeinflusst 
wird (s. 4.2.2.3), spielt eine bedeutende Rolle für das L1-abhängige 
Neuritenwachstum (s. 4.2.2.4). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das 
Molekül L1 zusätzlich zu den bereits bekannten Spaltstellen in der dritten 
Fibronektindomäne und in der Nähe des Membranankers an weiteren Stellen 
innerhalb der extrazellulären Domäne prozessiert wird. Die Protease MMP9 
scheint in diesen Prozess involviert zu sein (s. 4.2.3). Darüber hinaus erfolgt eine 
Spaltung des Moleküls L1 in der Transmembrandomäne, die für das L1-
abhängige Neuritenwachstum essentiell ist (s. 4.2.4, 4.2.4.1) und zu der 
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Solubilisierung und dem Transport der intrazellulären Domäne L1-ICD in den 
Zellkern führt (s. 4.2.4.2). 
Das Fragment L1-140 entsteht durch die Spaltung der extrazellulären 
Domäne des Moleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne unter Beteiligung 
der Prohormonkonvertase PC5A. Zahlreiche Funktionen des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 werden über die dritte Fibronektindomäne des 
extrazellulären Anteils vermittelt. In der Aminosäuresequenz der Domäne wurden 
zwei RGD-unabhängige Integrin-Bindungsmotive lokalisiert (Abb. 5.3 A). Eine 
Spaltung des Moleküls führt zu einer Zerstörung des Bindungsmotivs und hebt die 
Interaktion mit Integrinen auf (Silletti et al., 2000). Weiterhin konnte dieser 
Domäne eine Beteiligung an der Multimerisierung und der homophilen Interaktion 
von L1-Molekülen nachgewiesen werden (Silletti et al., 2000). Appel et al. 
konnten zeigen, dass die dritte Fibronektindomäne eine essentielle Rolle für das 
durch die homophile Interaktion von L1-Molekülen initiierte L1-abhängige 
Neuritenwachstum spielt (Appel et al., 1993; Appel et al., 1995; Stallcup, 2000). 
Die Bedeutung der Integrität dieser Domäne für zahlreiche Funktionen des 
L1-Moleküls verdeutlicht von welcher großen Bedeutung die Suche nach der 
verantwortlichen Protease und die Analyse der regulierten Entstehung des 
Fragmentes L1-140 für das Verständnis der Funktion des L1-Moleküls im 
Zentralen Nervensystem ist. Die aminoterminale Sequenzierung des 
membranständigen zu L1-140 komplementären L1-80 führte zu dem Ergebnis, 
dass die Spaltung des Moleküls in der dritten Fibronektindomäne carboxyterminal 
der Aminosäure Arginin 845 erfolgt (Abb. 5.3 A). Das Fragment L1-140 kann in 
vitro durch die Serinproteasen Plasmin und Trypsin generiert werden (Sadoul et 
al., 1988; Silletti et al., 2000). Die durch Plasmin generierten Fragmente zeigen 
jedoch keine Übereinstimmungen mit dem durch N-terminale Sequenzierung 
ermittelten Aminoterminus des endogenen Fragmentes L1-80 (Silletti et al., 2000) 
(Abb. 5.3 A). Diese Ergebnisse ließen die Schlussfolgerung zu, dass für die 
Prozessierung von L1 in vivo eine andere Protease verantwortlich ist. Die ersten 
im Rahmen dieses Teilprojektes durchgeführten Experimente hatten zum Ziel, die 
für die Entstehung des Fragmentes L1-140 in vivo verantwortliche Protease zu 
identifizieren. Sequenzvergleiche der Schnittstelle ergaben, dass aminoterminal 
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dieser Spaltstelle eine putative Erkennungssequenz und Schnittstelle der 
Prohormonkonvertasen (PC) (Abb. 5.3 A, s. 1.2.2) lokalisiert ist. Die transiente 
Transfektion von Zellen der Zelllinie Neuro 2a mit verschiedenen für die 
Mitglieder der Prohormonkonvertasefamilie kodierenden Expressionskonstrukten 
zeigte, dass die Prohormonkonvertase PC5A und mit einer sehr viel geringeren 
Effizienz auch Furin in der Lage ist, das Molekül L1 in der dritten Fn-Domäne zu 
spalten und ein lösliches Fragment von 140 kDa zu generieren (s. 4.2.1.1). 
Dieses Ergebnis wurde durch die Tatsache unterstützt, dass eine in dem 
Erkennungs- und Spaltmotiv „RKHSKR“ mutierte Form des Moleküls L1 nicht 
815       825 835       845       855       865       875
Mensch AVLVKWRPVDLAQVKGHLRGYNVTYWREGSQRKHSKRHIHKDHVVVPANTTSVILSGLRPYSSYHLEVQA
Ratte AVLVRWRPVDLAQVKGHLRGYNVTYWWKGSQRKHSKRHVHKSHMVVPANTTSAILSGLRPYSSYHLEVQA
Maus AVLVRWRPVDLAQVKGHLRGYNVTYWWKGSQRKHSKRHIHKSHIVVPANTTSAILSGLRPYSSYHLEVQA
L1-140 L1-80
Arg 845
Arg 841 Arg 844
Plasmin
generierte 
Fragmente
A
B
RXXR
RX(K/R)R
RKHSKR
PC-Erkennungsmotiv in der dritten Fn-Domäne 
der Aminosäuresequenz des Moleküls L1
Erkennungs- und Spaltmotiv der 
Prohormonkonvertase Furin
Abb. 5.3: Die Spaltung des Moleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne. A Putatives 
Prohormonkonvertase-Erkennungsmotiv in der dritten Fibronektindomäne des L1-Moleküls: Die Sequenzen 
zeigen Ausschnitte aus der dritten Fibronektindomäne des L1-Moleküls des Menschen, der Ratte und der 
Maus (Swiss Protein Database accession numbers P32004, Q05695, P11627). Das in allen drei Sequenzen 
konservierte Erkennungsmotiv ist fett hinterlegt. Die unterstrichenen und gelbt hinterlegten Abschnitte in der 
humanen L1-Sequenz stellen RGD-unabhängige Integrin-Bindungsmotive dar (Moos et al., 1988). Die durch 
Sequenzierung identifizierte aminoterminale Sequenz des murinen L1-80 ist rot hervorgehoben (Silletti et al., 
2000). Die Protease Plasmin ist in der Lage das Molekül L1 in der dritten Fibronektindomäne 
carboxyterminal der Aminosäuren Lys 841 und Lys 844, nicht aber nach der Aminoäsure Arg 845 zu 
spalten. B Vergleich des PC-Erkennungs- und Spaltmotivs mit der Furin-spezifischen Erkennungssequenz 
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mehr von der Prohormonkonvertase PC5A als Substrat erkannt wird 
(Schnegelsberg, 2001). Eine Beteiligung der Prohormonkonvertasen PC1, PC2, 
PC4, PACE4 und PC7 konnte ausgeschlossen werden (s. 4.2.1.1).  
Nicht nur für das Molekül L1, sondern auch für einige Integrin pro-α-
Untereinheiten (Lissitzky et al., 2000; Stawowy et al., 2003; Bergeron et al., 2003) 
und Proteine der transforming growth factor receptor β - Superfamilie (Ulloa et al., 
2001) konnten die Protease PC5A und mit einer geringeren Effizienz auch Furin 
als verantwortliche Enzyme für die regulierte Prozessierung dieser Proteine 
identifiziert werden. Die im Vergleich zu PC5A geringere Aktivität der Protease 
Furin gegenüber Molekülen wie L1 liegt vermutlich in der von Furin bevorzugten 
Erkennungs- und Spaltsequenz „RXXR↓“ bzw. „RX(R/K)R↓“ begründet (Thomas, 
2002). Das in der dritten Fn-Domäne des Moleküls L1 identifizierte PC-
Erkennungsmotiv unterscheidet sich von dem charakteristischen Furin-Spaltmotiv 
(Abb. 5.3 B). Dies führte zu der Vermutung, dass für die Spaltung der dritten Fn-
Domäne in vivo die Protease PC5A und nicht Furin verantwortlich ist. 
Ein weiteres Argument für den Ausschluss der Konvertase Furin an der 
Prozessierung des Moleküls L1 lieferte eine Analyse der Verteilung des 
Bruchstückes L1-140 in verschiedenen Regionen des Gehirns. Die Expression 
der Prohormonkonvertase PC5A im Zentralen Nervensystem zeigt eine 
gewebsspezifische Verteilung, die auf Neuropeptid-reiche Regionen wie den 
Kortex, den Hippocampus und den Hypothalamus beschränkt bleibt, wohingegen 
die Protease Furin ubiquitär in allen Bereichen des Gehirns exprimiert wird 
(Schafer et al., 1993). Basierend auf diesen Informationen, wurden exemplarisch 
die Region des Hippocampus und des Kleinhirns nach dem Vorkommen des 
Bruchstückes L1-140 untersucht. Der Nachweis des löslichen Fragmentes in der 
Region des Hippocampus, jedoch nicht des Kleinhirns (s. 4.2.1.2) lieferte einen 
weiteren Beweis gegen die Beteiligung der Konvertase Furin und für die 
Verantwortlichkeit der Protease PC5A an der Prozessierung des Moleküls L1 in 
vivo.  
Im Zentralen Nervensystem gehört der Hippocampus zu den Orten synaptischer 
Veränderungen. Proteolytische Modifikationen von Proteinen des synaptischen 
Spaltes sind ein Bestandteil des Regulationssystems des Prozesses der 
 Kapitel 5 - Diskussion Seite 144
Langzeitpotenzierung, der durch synaptische Plastizität charakterisiert wird. Auch 
das Zelladhäsionsmolekül L1, das in den Vorgang der synaptischen Plastizität 
involviert zu sein scheint (Luthi et al., 1996), konnte im synaptischen Spalt 
lokalisiert werden (Matsumoto-Miyai et al. 2003). Dies lässt die Vermutung zu, 
dass die Prozessierung  des Zelladhäsionsmoleküls L1 in der dritten 
Fibronektindomäne durch die Protease PC5A zu einer aktivitätsabhängigen 
Modulation des synaptischen Spaltes führen und sie somit für das mit dem 
Hippocampus verknüpfte räumliche Lernen eine essentielle Rolle spielen könnte. 
So scheint die Spaltung des Moleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne nicht 
nur die von den RGD-unabhängigen Bindungsmotiven vermittelten Funktionen 
negativ zu beeinflussen, sondern eröffnet dem Fragment L1-140 darüber hinaus 
die Möglichkeit in seiner Eigenschaft als lösliches Protein, in andere, bisher noch 
unbekannte, Funktionen einzugreifen und diese zu modulieren.  
Darüber hinaus ist eine Bedeutung der Prozessierung von L1 durch die Protease 
PC5A für Verletzungen des peripheren Nervensystems und dem damit 
verbundenen Regenerationsprozess denkbar: Sowohl für das Molekül L1, für das 
bereits in zahlreichen Studien eine Beteiligung an dem Prozess der Regeneration 
gezeigt werden konnte (Zhang et al., 2000), als auch für die Protease PC5A 
konnte eine verstärkte Expression in posttraumatischen Situationen 
nachgewiesen werden (Marcinkiewicz et al., 1998).   
Eine Beteiligung weiterer Proteasen an der Spaltung des Moleküls L1 in der 
dritten Fibronektindomäne kann nicht ausgeschlossen werden. So sind in der 
Regel mehrere Proteasen in der Lage, ein einziges Substrat zu spalten, um einen 
möglichen Verlust des verantwortlichen Enzyms zu kompensieren.  
Die extrazelluläre Domäne des Moleküls L1 wird durch proteolytische 
Prozessierung in der Nähe des Membranankers gespalten, was zu der 
Enstehung des löslichen Fragmentes L1-180 führt. Beer et al. konnten zeigen, 
dass in verschiedenen Tumorzelllinien eine Metalloprotease der ADAM-Familie 
an der Entstehung des Fragmentes L1-180 beteiligt ist (Beer et al., 1999; Gutwein 
et al., 2000). In weiterführenden Studien wurde die Protease ADAM 10 (s. 1.2.1.1) 
als für die Solubilisierung des Fragmentes L1-180 verantwortliche Protease 
identifiziert (Gutwein et al., 2003). Sowohl die im Rahmen dieser Arbeit 
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durchgeführten in vitro Proteolyseassays (s. 4.2.2.1), als auch die in vivo 
Inhibitorassays bestätigten (s. 4.2.2.3), dass auch im Zentralen Nervensystem 
eine Metalloprotease in die Freisetzung des Fragmentes L1-180 involviert ist. 
Eine Beteiligung von Serin- oder Cysteinproteasen an dem Vorgang des 
Ectodomain Sheddings konnte ausgeschlossen werden (s. 4.2.2.1, 4.2.2.3).  
Die Freisetzung des löslichen Fragmentes L1-180 und dessen Integration in die 
EZM fördert die L1-abhängige Migration von Zellen (Mechtersheimer et al., 2001). 
Der Prozess der Zellmigration wird vermutlich über eine Interaktion mit dem L1-
Bindungspartner, der EZM-Komponente Neurocan (s. 1.4.2) vermittelt, die in einer 
Einbettung von L1-Bruchstücken in die EZM resultiert. In der EZM immobilisiertes 
L1 ist in der Lage an Integrine auf der Zelloberfläche von migrierenden Zellen zu 
binden und als attraktives Substrat zu dienen (Montgomery et al., 1996; 
Mechtersheimer et al., 2001). Nicht nur für physiologische Prozesse, sondern 
auch für pathologische Vorgänge wie der Metastasierung scheint die durch das 
Fragment L1-180 stimulierte Zellmigration von großer Bedeutung zu sein. Die 
Spaltung von membrangebundenen L1-Molekülen reduziert die Aggregation von 
Tumorzellen und erhöht so die Möglichkeit der Metastasierung (Rathjen und 
Schachner, 1984; Kowitz et al., 1993). Wiederum ein Beispiel das verdeutlicht, 
wie wichtig die endogenen Regulationsmechanismen der für die Prozessierung 
von Transmembranproteinen verantwortlichen Proteasen sind. Eine Disregulation 
der Enzyme führt ebenso wie in dem Fall von NCAM zu einer unkontrollierten 
Spaltung des Zelladhäsionsmoleküls L1, die die Integrität eines Organismus 
massiv bedrohen kann. 
Wie bereits für zahlreiche Transmembranproteine wie dem pro-transforming 
growth factor TGFα, L-selectin, pro-neuregulin-alpha 2c, der receptor tyrosine 
kinase A, des amyloid precursor proteins und NCAM (s. 4.1.2.1) gezeigt werden 
konnte, stimulieren Calmodulininhibitoren das Ectodomain Shedding dieser 
Proteine (Diaz-Rodriguez et al., 2000; Annabi et al., 2001). Auch die 
Prozessierung des Moleküls L1 und die Entstehung des Fragmentes L1-180 wird 
von dem Kalziumsensor Calmodulin negativ beeinflusst (s. 4.2.2.3). So scheint 
die regulierte Spaltung von Transmembranproteinen im allgemeinen durch 
kalziumionenvermittelte intrazelluläre Signaltransduktionsvorgänge moduliert zu 
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werden. Das Neuritenwachstum zählt zu den von L1-vermittelten Funktionen, für 
die Kalziumionen essentiell sind. So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass die Prozessierung der extrazellulären Domäne des Moleküls und 
deren Freisetzung essentiell für das L1-abhängige Neuritenwachstum ist. In 
Anwesenheit des Metalloproteaseinhibitors GM 6001, der eine inhibitorische 
Wirkung auf die Freisetzung des Fragmentes L1-180 ausübt (s. 4.2.2), konnte 
eine Reduktion des L1-induzierten Neuritenwachstums um mehr als 40 % 
nachgewiesen werden (s. 4.2.2.4). Die Prozessierung neuraler 
Zelladhäsionsmoleküle scheint für den Prozess des Neuritenwachstums von 
essentieller Bedeutung zu sein. Nicht nur die Prozessierung des 
Zelladhäsionsmoleküls NCAM (s. 4.1.3.2), sondern auch lösliche Fragmente des 
Moleküls CHL-1 (Naus et al., 2004) und des Proteins DCC (Galko und Tessier-
Lavigne, 2000) sind in den Prozess des Neuritenwachstums involviert. Der 
posttranslationale Mechanismus der regulierten Prozessierung eröffnet einer 
Nervenzelle die Möglichkeit, die für den Prozess des Neuritenwachstums 
charakteristischen massiven und sehr kurzfristigen Modulationen von 
Zelloberflächenproteinen zu gewährleisten.  
Die Spaltung des Fragmentes L1-180 fördert die Freisetzung des löslichen, 
jedoch weiterhin membranassoziierten Fragmentes L1-140. In in vitro 
Proteolyseassays führte die Inhibition der Spaltung der extrazellulären Domäne 
des Moleküls L1 auch zu einer reduzierten Freisetzung des löslichen Fragmentes 
L1-140 (s. 4.2.2.1). Die Spaltung des L1-200 in der Nähe des Membranankers 
schien die Freisetzung des Bruchstückes L1-140 positiv zu beeinflussen. Dies 
führte zu der Hypothese, dass das lösliche Fragment L1-140 über die Bildung 
eines Heterodimers mit einem membranständigen L1-Molekül zunächst mit der 
Membran assoziiert bleibt. Erst durch die Spaltung des L1-200 in ein lösliches 
Fragment L1-180 und einen komplementären Membranstumpf wird es 
möglicherweise von der Membran gelöst.  
In Dichtegradientenzentrifugationsstudien wurde bestätigt, dass das Molekül L1 in 
der Membran in der Regel als Homo- bzw. Heterodimer bestehend aus L1-200 
und L1-140 vorliegt. Nach der Spaltung des membranständigen L1-200 zerfällt 
der Komplex des Heterodimers. Die Fragmente L1-180 und L1-140 konnten in der 
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untersuchten „löslichen“ Fraktion als Monomere nachgewiesen werden 
(s. 4.2.2.2).  
Die Dimerisierung von Zelladhäsionsmolekülen dient oftmals zur Regulation der 
von ihnen vermittelten Funktionen und konnte bereits für zahlreiche Mitglieder der 
Immunglobulin-Superfamilie (s. 1.4) wie ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 
1) (Jun et al., 2001), Tractin (Jie et al., 2000), JAM (junctional adhesion molecule) 
(Kostrewa et al., 2001) und C-CAM (cell-cell adhesion molecule) (Hunter et al., 
1996) gezeigt werden. Vergleichbar mit L1 wird auch das Zelladhäsionsmolekül 
Tractin sowohl innerhalb der extrazellulären Domäne als auch in der Nähe des 
Membranankers gespalten. Die resultierenden löslichen Fragmente, sowie die in 
der Membran verbleibenden Proteinstümpfe können als Dimere nachgewiesen 
werden (Jie et al., 2000). Auch das JAM existiert in Form eines Dimers, das über 
eine trans-Interaktion mit zwei weiteren JAM-Molekülen einer 
gegenüberliegenden Zelle die homophile Interaktion der Proteine reguliert. In dem 
Fall von ICAM-1 fördert die Dimerisierung die Interaktion mit einem Bestandteil 
der EZM, den Integrinen (Jun et al., 2001). Nicht nur bei der Regulation der 
Prozessierung, sondern auch bei der Bildung von Dimeren spielen Kalziumionen 
und der Kalziumsensor Calmodulin eine große Rolle. So beeinflussen 
Kalziumionen und Calmodulin die Dimerisierung des Proteins C-CAM (Hunter et 
al. 1996). 
Das Zelladhäsionsmolekül L1 scheint über die bereits bekannten 
Schnittstellen hinaus zusätzlich prozessiert zu werden. Überraschenderweise 
konnten im Rahmen dieser Arbeit weitere lösliche Fragmente des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 nachgewiesen werden, zu denen unter anderem ein 
lösliches Fragment mit einem Molekulargewicht von 80 kDa zählt (s. 4.2.3). Das 
Molekül L1 scheint über eine Spaltung in der dritten Fibronektindomäne und in 
der Nähe des Membranankers hinaus, an weiteren Stellen innerhalb seiner 
extrazellulären Domäne gespalten zu werden. Sequenzvergleiche mit möglichen 
putativen Proteaseerkennungsmotiven und -spaltstellen führten zu der 
Identifizierung von zwei, in der sechsten sowie in der ersten Fibronektindomäne, 
lokalisierten Erkennungsmotiven der Matrixmetalloprotease MMP9 (s. 1.2.1.2) 
(Abb. 5.4, 4.2.3.1). In vitro Proteolyseassays rekombinanter L1-Fragmente in 
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Anwesenheit der Protease MMP9 zeigten, dass die Protease vermutlich in der 
Lage ist, das Molekül L1 in der ersten Fibronektindomäne, jedoch nicht in der, in 
den Ig-Domänen 1 - 6 lokalisierten, zweiten putativen MMP9-Schnittstelle zu 
spalten. Die Bedeutung der Protease MMP9 für die Prozessierung von L1 in vivo 
konnte bisher nicht gezeigt werden. Ein Vergleich der in Gehirnhomogenaten von 
MMP9-defizienten Mäusen und Wildtyptieren vorkommenden L1-Fragmente 
führte zu keinem Ergebnis.  
Die Matrixmetalloprotease MMP9, auch als Gelatinase-B bezeichnet, rückte 
zunächst durch ihre Beteiligung an der neurodegenerativen Erkrankung der 
Multiplen Sklerose in den Blickpunkt der Forschung (s. 1.3) (Cossins et al., 1997). 
MMP9 ist jedoch nicht nur in pathologische Prozesse, sondern auch in die 
Entwicklung des Nervensystems involviert. So konnten Oh et al. zeigen, dass 
MMP9 für die Ausbildung von Fortsätzen durch Oligodendrozyten, die einen 
initiierenden Schritt bei der Myelinisierung von Neuronen darstellt, essentiell ist 
(Oh et al., 1999). Darüber hinaus fördert die Protease durch den Abbau von 
Bestandteilen der extrazellulären Matrix die Migration von Vorläuferzellen 
(Maidment et al., 1997), was sich unter pathologischen Bedingungen durch eine 
Disregulation der Protease in einen negativen Effekt, der sich z.B. durch die 
Metastasierung von Tumorzellen äußert, umkehren kann. Im adulten Organismus 
Furin/PC5A
COOH
NH2
140 kDa
180 kDa
200 kDa
103 kDa
86 kDa
84 kDa
52 kDa
20 kDa
37 kDa
105 kDa
84 kDa
MMP9 ?
MMP9 ?
ADAM 10
„555“ Epitop
Abb. 5.4: Übersicht über die durch Prozessierung des Moleküls L1 in der sechsten Ig-Domäne und 
ersten Fn-Domäne von der Protease MMP9 generierten putativen löslichen L1-Fragmente. Die 
Spaltung des Fragmentes L1-180 in der ersten Fibronektindomäne führt zu der Generierung eines löslichen 
Bruchstückes mit einem Molekulargewicht von 80 kDa. 
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wird der Protease MMP9 eine Beteiligung an der aktivitätsabhängigen Modulation 
von Proteinen des synaptischen Spaltes in der Region des Hippocampus 
zugeordnet (Szklarczyk et al., 2002). Weiterhin ist die Protease MMP9 in der 
Lage das in die EZM sezernierte neurotoxische Fragment des Proteins APP 
amyloid-β zu spalten (Backstrom et al., 1996). MMP9 spielt darüber hinaus eine 
Rolle bei der Regeneration des peripheren Nervensystems durch den Abbau 
inhibitorischer Substanzen in der Umgebung des geschädigten Gewebes 
(Ferguson und Muir, 2000). Die Prozessierung der extrazellulären Domäne von 
L1 durch die Protease MMP9 ist vermutlich ein stark regulierter Prozess, der auf 
die Entwicklung des Nervensystems, aktivitätsabhängige Vorgänge wie der 
synaptischen Plastizität oder die Regeneration des Nervensystems beschränkt 
bleibt. Ein Nachweis der von der Protease MMP9 generierten L1-Fragmente ist 
somit in adulten und gesunden MMP9-defizienten Tieren kaum möglich. 
Das Zelladhäsionsmolekül L1: ein Multidomänenprotein, dessen Funktionen 
durch regulierte Prozessierung moduliert werden können.  L1 ist in zahlreiche 
Prozesse des sich entwickelnden und adulten Nervensystems involviert (s. 1.4.2) 
Diese Funktionen werden über verschiedenste Domänen des Moleküls und deren 
Interaktionspartner vermittelt (Abb. 5.5). Die Prozessierung der extrazellulären 
Domäne des Proteins führt zu der Generation von L1-Fragmenten, die 
charakterisiert durch ihre Aminosäuresequenz und den damit verbundenen 
funktionellen Domänen das Potential tragen, voneinander verschiedene 
Funktionen ausüben zu können. So kann auf der einen Seite die Spaltung des 
Moleküls, wie es für die dritte Fibronektindomäne gezeigt werden konnte (Silletti 
et al., 2000), zu der Zerstörung eines funktionellen Motivs, in diesem Fall des 
RGD-unabhängigen Integrinbindungsmotivs, und somit zu einer negativen 
Regulation der von der Domäne ausgeübten Funktion führen. Auf der anderen 
Seite kann die Prozessierung des extrazellulären Anteils eine 
Konformationsänderung einzelner Domänen des Proteins zur Folge haben, die in 
einer Freilegung, aber auch in der Maskierung möglicher Bindungsstellen für 
Interaktionspartner resultiert.  
Die durch regulierte Prozessierung entstandenen Fragmente L1-180 und L1-140 
gewinnen als lösliche, aber auch in die extrazelluläre Matrix integrierte Proteine 
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eine neue Bedeutung. Auf der einen Seite ermöglicht die Abspaltung der 
extrazellulären Domäne des Zelladhäsionsmoleküls die Lösung einer verankerten 
Zelle aus einem Zellverband und bietet somit die Voraussetzung für den Prozess 
der Zellmigration. Auf der anderen Seite ist das lösliche Fragment in der Lage, 
durch die Ausbildung von attraktiven Gradienten als eine Art Chemokin oder 
Guidance-Molekül zu fungieren und als richtungsweisendes EZM-Molekül das 
Neuritenwachstum sowie die Zellmigration zu beeinflussen. Durch die Interaktion 
mit einem der zahlreichen Bindungspartner von L1 auf der Zelloberfläche von 
migrierenden Zellen, können Signaltransduktionswege aktiviert und moduliert 
werden. Die Spaltung des Moleküls L1 ist nicht nur abhängig von verschiedenen 
Regionen des Gehirns, sondern scheint möglicherweise auch auf der Oberfläche 
einer einzigen Zelle differentiell und in Abhängigkeit der jeweiligen funktionellen 
Anforderungen reguliert zu sein.  
Die Prozessierung von Zelladhäsionsmolekülen im allgemeinen und die des 
Moleküls L1 im besonderen, ermöglicht in einem sehr hohen Maße die Modulation 
der Funktion des Proteins, das durch diese posttranslationale Modifikation von 
← Ig 6: 2 RGD-Integrin-Bindungsmotive: Integrin-Interaktion
← Fn 1: Carbohydrate recognition motiv (CRD): Interaktion mit CD24
← Fn 3: RGD-unabhängige Integrin-Bindungsmotive: Integrin-Interaktion ⇒
Multimerisierung, homophile Interaktion, Neuritenwachstum
Ig 1-4: homophile 
Interaktion
← Aminoterminus: Interaktion mit Neurocan
← Ig 1+2, Fn 3: Interaktion mit TAG-1
COOH
NH2
Fn1-5: globuläre
Struktur
Ig 1-6: helikale
Struktur
MMP9 ?
MMP9 ?
Furin/PC5A
ADAM 10
Spaltstellen:
Abb. 5.5: Das Molekül L1 und seine verschiedenen funktionellen Domänen. In der sechsten Ig-Domäne 
des Moleküls befinden sich zwei RGD-Bindungsmotive, die eine Bindung mit Integrinen vermitteln 
(Montgomery et al., 1996). Darüber hinaus ist L1 in der Lage, auch über die dritte Fibronektindomäne über 
zwei RGD-unabhängige Integrin-Bindungsmotive mit Integrinen zu interagieren (Silletti et al., 2000). 
Weiterhin ist in der ersten Fibronektindomäne ein carbohydrate recognition motiv (CRD) lokalisiert, das eine 
Interaktion mit dem Protein CD24 ermöglicht (Kleene et al., 2001). Die Interaktion mit dem Molekül 
Neurocan wird über die ersten Ig-Domänen vermittelt (Oleszewski et al., 2000), wohingegen an der Bindung 
an TAG-1 zusätzlich die dritte Fibronektindomäne beteiligt ist (Kunz et al., 1998).  
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einem Zelladhäsionsmolekül mit einem „auto-„ oder „parakrinen“ 
Wirkungsmechanismus in ein Bestandteil der EZM mit weitreichenden und nicht 
nur auf eine einzige Zelle und ihre Umgebung beschränkten Einfluss 
umgewandelt werden kann. 
Die intrazelluläre Domäne des Zelladhäsionsmoleküls L1 wird durch 
Spaltung in der Transmembrandomäne solubilisiert und in den Zellkern 
transportiert. In den vergangenen Jahren gewann ein neuer Mechanismus der 
Weiterleitung von Signalen aus der Umgebung an das Innere einer Zelle 
zunehmend an Bedeutung. Im Gegensatz zu der bisherigen Hypothese, dass die 
Übertragung von Einflüssen und Stimuli aus dem Umfeld einer Zelle über 
Rezeptoren in der Plasmamembran und die Weitergabe an das Innere einer Zelle 
mittels second messenger-Systemen erfolgt, werden die von aktivierten 
Membranrezeptoren aufgenommenen Signale durch die regulierte Proteolyse des 
Rezeptormoleküls in der Transmembrandomäne weitergeleitet. Der auch als 
regulated intramembrane proteolysis, kurz RIP, bezeichnete Vorgang führt zu der 
Entstehung intrazellulärer von der Membran gelöster bioaktiver Fragmente 
(Brown et al., 2000) und stellt eine völlig neue Dimension der Signaltransduktion 
dar.  
Der nach der Abspaltung des extrazytosolischen - des luminalen oder 
extrazellulären - Proteinanteils eines Transmembranproteins entstandene 
Membranstumpf dient als Substrat für intramembrane-cleaving proteases (iCLiPs). 
Als an der regulierten Spaltung von Proteinen in der Transmembrandomäne 
beteiligte Proteasen konnten sowohl Aspartyl-, Metallo- und Serinproteasen 
identifiziert werden (Kopan und Ilagan, 2004). Für die Spaltung von 
Membranproteinen des Typs 1 wie z.B. Notch (Annaert und De Strooper, 1999; 
Chan und Jan, 1999) und APP (Ho und Sudhof, 2004; Cao und Sudhof, 2001) ist 
die sogenannte, den Aspartylproteasen zugehörige, γ-Sekretase verantwortlich. 
ErbB-4 (Lee et al., 2002), Syndecan 3 (Schulz et al., 2003), E-cadherin 
(Marambaud et al., 2002), CD 44 (Murakami et al., 2003), p75 neurotrophin 
receptor (Jung et al., 2003) und nectin 1α (Kim et al., 2002) können als weitere 
Substrate der γ-Sekretase angeführt werden. 
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Das Zelladhäsionsmolekül L1 zählt ebenfalls zu der Gruppe der Typ 1 
Membranproteine und wird durch die Spaltung seiner extrazellulären Domäne in 
der Nähe des Membranankers moduliert. Dies implizierte die Überlegung, ob 
möglicherweise auch der durch Ectodomain Shedding resultierende 
Membranstumpf des Moleküls L1 von einer Transmembranprotease gespalten 
werden kann. Zur Beantwortung dieser Frage, wurden in vitro Proteolyseassays 
durchgeführt, die zeigten, dass in Anwesenheit eines Aspartylproteaseinhibitors 
und des spezifischen γ-Sekretaseinhibitors DAPT die Entstehung eines löslichen 
Fragmentes von 15 kDa, das mit dem berechneten Molekulargewicht der 
intrazellulären Domäne des L1-Moleküls übereinstimmt, inhibiert werden kann 
(s. 4.2.4). Daraus folgte, dass das Molekül L1 vermutlich in der 
Transmembrandomäne gespalten wird, was in einer Freisetzung eines 
Fragmentes von etwa 15 kDa resultiert.- Der Nachweis der solubilisierten 
intrazellulären Domäne eines Transmembranproteins ist, wie in dem Fall des 
amyloid precursor proteins, oftmals dadurch erschwert, dass das intrazelluläre 
Fragment, sofern es nicht durch die Interaktion mit einem Bindungspartner 
stabilisiert wird, in der Zelle in sehr kurzer Zeit durch Enzyme des Proteasoms 
abgebaut wird. Der Effekt des Proteasomeninhibitors MG-132, für den in den 
Proteolyseassays eine massive Akkumulation des Fragmentes nachgewiesen 
werden konnte (s. 4.2.4), untermauerte die bisher beschriebenen Ergebnisse.   
Die Abspaltung der extrazellulären Domäne eines Transmembranproteins ist die 
Voraussetzung für die Eigenschaft eines Substrates der iCLiPs. Im Rahmen 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des Ectodomain 
Sheddings von L1 in einer massiven Reduktion des L1-vermittelten 
Neuritenwachstums resultiert (s. 4.2.2.4). Möglicherweise ist für die Vermittlung 
des L1-abhängigen Neuritenwachstums, das Ectodomain Shedding des Moleküls 
L1 lediglich der initiierende Schritt einer durch die Spaltung in der 
Transmembrandomäne ausgelösten Signaltransduktionskette ist. Diese 
Vermutung wurde durch das Ergebnis bestätigt, dass der spezifische γ-
Sekretaseinhibitor DAPT, der die Entstehung des 15 kDa-Fragmentes inhibiert 
(s. 4.2.4), einen negativen Einfluss auf das L1-abhängige Neuritenwachstum zeigt 
(s. 4.2.4.1). Das Ergebnis führte zu der Frage, welche Funktion die lösliche 
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intrazelluläre Domäne von L1 im Zytoplasma einer Zelle ausübt und wie sie 
Einfluss auf den von L1-vermittelten Prozess des Neuritenwachstums nehmen 
kann. In einer Vielzahl der bereits untersuchten Substrate der iCLiPs wie z.B. 
APP und Notch wurde gezeigt, dass die durch den Mechanismus des RIP von der 
Membran gelösten zytoplasmatischen Domänen der Proteine nach ihrer 
Freisetzung in den Zellkern transportiert werden und dort an der Regulation der 
Transkription von Genen beteiligt sind (Kopan und Ilagan, 2004).- Führt auch die 
Spaltung des Membranstumpfes, der durch Ectodomain Shedding der 
extrazellulären Domäne von L1 entsteht, und der daraus folgenden Freisetzung 
der zytoplasmatischen Domäne, zur Entstehung eines in 
Signaltransduktionsprozesse involvierten und möglicherweise an 
Regulationsvorgängen im Zellkern beteiligten Mediators? Basierend auf den 
Ergebnissen von Immunpräzipitationsexperimenten, in denen gezeigt werden 
konnte, dass ein Fragment von 15 kDa  aus Zellkernextrakten mit Hilfe des anti-
L1-Antikörpers 2c2 präzipitierbar ist (s. 4.2.4.2), lag die Vermutung nah, dass 
auch die solubilisierte intrazelluläre Domäne L1-ICD in den Zellkern transportiert 
wird. Die Kernlokalisierung des Proteins L1 wurde durch die 
immunhistochemische Analyse von Zellen der Neuroblastomazelllinie Neuro 2a 
unterstützt (s. 4.2.4.2).   
Die Natur bedient sich des posttranslationalen Mechanismus der regulierten 
Proteolyse von Transmembranproteinen um die Diversität und somit auch die 
Vielfältigkeit der Funktionen dieser Proteine in einem großen Maße zu erhöhen. 
Die Modulation der extrazellulären Domäne eines Proteins durch regulierte 
Prozessierung, der daraus resultierenden Spaltung in der Transmembrandomäne 
und die Freisetzung der intrazellulären Domäne scheint ein fundamentaler 
Prozess zu sein. So weisen die Ergebnisse dieser Arbeit starke Parallelen zu der 
regulierten Prozessierung des Proteins Notch auf (Abb. 5.6): Notch besitzt 
ähnlich wie L1 eine Prohormonkonvertaseschnittstelle in seiner extrazellulären 
Domäne. Bereits vor dem Erreichen der Plasmamembran wird das Protein von der 
Konvertase Furin in der Spaltstelle S1 geschnitten (Logeat et al. 1998), was zu 
der Entstehung eines extrazellulären Fragmentes führt, dass über eine 
Kalziumionen vermittelte Interaktion mit dem resultierenden Membranstumpf 
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assoziiert bleibt (Selkoe und Kopan, 2003). Auch das Fragment L1-140, das 
durch Prozessierung in der dritten Fibronektindomäne des L1-Moleküls unter 
Beteiligung der Prohormonkonvertase PC5A generiert wird, verbleibt durch die 
Ausbildung eines Heterodimers mit einem membranständigen L1-200 zunächst an 
der Membran. Die Ligandenbindung an den heterodimeren Notchrezeptor hat 
eine Konformationsänderung zur Folge, die in einer Präsentation der zweiten, 
einer Metalloprotease-sensitiven Spaltstelle in der Nähe des Membranankers 
resultiert. Neben der den ADAMs zugehörigen Metalloprotease ADAM17 / TACE 
wird auch der Protease ADAM10 / Kuzbanian eine Rolle bei diesem Schritt der 
Notch-Prozessierung zugeordnet (Parks et al., 2000). Die Protease ADAM 10 ist 
auch an der Prozessierung der extrazellulären Domäne von L1 beteiligt. Das 
Liganden-induzierte Ectodomain Shedding der extrazellulären Domäne des 
Proteins Notch initiiert die Spaltung des Proteins in der Membran durch die den 
iCLiPs zugehörigen γ-Sekretase (Struhl und Adachi, 1998; Struhl und Greenwald, 
1999; De Strooper et al., 1999). Auch der durch Freisetzung des Fragmentes L1-
180 entstehende Membranstumpf scheint von einer Aspartylprotease des γ-
Sekretase-Typs gespalten zu werden. Die in der freigesetzten intrazellulären 
Domäne von Notch lokalisierten nuclear localizing signals (NLS) unterstützen den 
Transport des Fragmentes in den Zellkern, wo es die Funktion des DNS-
bindenden Proteins CSL (C-promoter-binding factor / recombination signal-
sequence binding protein / Suppressor of Hairless / Lag-1) moduliert und durch 
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Bindung an dieses einen Repressor in einen Aktivator der Transkription 
umwandelt (Mumm und Kopan, 2000; Kopan, 2002). Erste Versuche zeigen, dass 
auch die intrazelluläre Domäne von L1 in den Zellkern transportiert wird. So 
bleiben am Ende dieser Arbeit folgenden Fragen offen: Welche 
Regulationsmechanismen liegen der Spaltung des Proteins L1 in seiner 
Transmembrandomäne zugrunde? Sind an dem Transport der L1-ICD in den 
Zellkern stabilisierende Proteine, wie bereits für APP und Notch gezeigt werden 
konnte (Kopan und Ilagan, 2004), beteiligt? Ist das zytoplasmatische Fragment 
L1-ICD in der Lage im Zellkern, in die Regulation von Genen einzugreifen? Wenn 
ja, kommt es zu einer direkten Interaktion der zytoplasmatischen Domäne mit 
regulatorischen Elementen der DNS oder wird die DNS-Bindung über eine 
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren vermittelt? Welche Gene werden von der 
intrazellulären Domäne von L1 in ihrer putativen Eigenschaft als 
Transkriptionsfaktor reguliert?  
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6 Zusammenfassung 
Zahlreiche Transmembranproteine existieren auch als lösliche Fragmente, die 
durch regulierte Prozessierung der extrazellulären Domäne dieser Moleküle 
entstehen. Auch für die Zelladhäsionsmoleküle NCAM und L1, die in zahlreiche 
essentielle Funktionen des sich entwickelnden sowie adulten Nervensystems 
involviert sind, wurde das Vorkommen löslicher Fragmente bestätigt.  
Die Entstehung löslicher Fragmente des Zelladhäsionsmoleküls NCAM mit einem 
Molekulargewicht von 110 kDa - 190 kDa konnte bisher nur partiell aufgeklärt 
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese bestätigt, dass lösliche 
Fragmente des Moleküls NCAM durch regulierte Prozessierung der 
extrazellulären Domäne entstehen. Die Metalloprotease ADAM17 / TACE ist in 
der Lage, die membranständigen Isoformen NCAM140 und NCAM180 in der 
Nähe des Membranankers zu spalten und in Abhängigkeit des 
Glykosylierungsmusters des Proteins, Fragmente mit einem Molekulargewicht von 
110 kDa und größer von der Membran zu lösen. Die Spaltung der extrazellulären 
Domäne des GPI-verankerten NCAM120 basiert dagegen auf einem anderen 
Mechanismus. Der Metalloproteaseinhibitor GM 6001 zeigt einen inhibitorischen 
Effekt auf die Freisetzung von löslichen NCAM-Fragmenten. Der darüber hinaus 
negative Effekt des Metalloproteaseinhibitors auf das NCAM-abhängige 
Neuritenwachstum, weist auf eine bedeutende funktionelle Rolle der regulierten 
Prozessierung des Proteins NCAM hin, die unter anderem durch Modulationen 
des Aktinzytoskeletts reguliert wird. Auch der Calmodulininhibitor CGS 9343 B, 
der die Freisetzung löslicher NCAM-Fragmente stimuliert, zeigt einen 
inhibitorischen Effekt auf den Prozess des NCAM-vermittelten 
Neuritenwachstums. Ob der durch Calmodulin vermittelte Einfluss auf das NCAM-
abhängige Neuritenwachstum auf einer direkten Interaktion mit seinem 
Bindungspartner NCAM basiert, bleibt zu klären. 
Zusätzlich zu der membrangebundenen 200 kDa Form des L1-Moleküls können 
auch lösliche L1-Fragmente nachgewiesen werden, die durch regulierte 
Prozessierung der extrazellulären Domäne des Moleküls entstehen. Im Rahmen 
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dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass an der Spaltung des Moleküls L1 in der 
dritten Fibronektindomäne und der Freisetzung des löslichen Fragmentes L1-140 
die Prohormonkonvertase PC5A beteiligt ist. Eine Beteiligung der 
Prohormonkonvertasen Furin, PC1, PC2, PACE4 und PC7 an der Prozessierung 
von L1 kann ausgeschlossen werden. Das Fragment L1-140 ist im Hippocampus, 
jedoch nicht im Kleinhirn nachweisbar, was basierend auf dem Expressionsmuster 
der Konvertase PC5A die Verantwortlichkeit der Protease für die Prozessierung 
von L1 bestätigt. Das Fragment L1-140 verbleibt nach seiner Entstehung durch 
die Ausbildung eines Heterodimers mit einem membranständigen L1-200 
membranassoziiert und wird erst durch die Spaltung seines „Interaktionspartners“ 
von der Membran gelöst. Dies führt zu einer Dissoziation des Komplexes und zu 
der Freisetzung der löslichen Fragmente L1-180 und L1-140. Für die Spaltung 
der extrazellulären Domäne des Moleküls L1 in der Nähe des Membranankers, 
die durch den Kalziumsensor Calmodulin negativ beeinflusst wird, ist eine 
Metalloprotease verantwortlich. Der Einfluss des Metalloproteaseinhibitors 
GM 6001 auf das L1-vermittelte Neuritenwachstum weist auf eine bedeutende 
Rolle des Ectodomain Sheddings des Moleküls für das L1-vermittelte 
Neuritenwachstum hin. Im Rahmen dieser Studie wurden darüber hinaus weitere 
lösliche Fragmente des Moleküls L1 nachgewiesen, die auf zusätzliche 
Schnittstellen in der extrazellulären Domäne von L1 hinweisen. Die 
Metalloprotease MMP9 scheint an der Prozessierung und Freisetzung dieser 
Fragmente beteiligt zu sein. Zahlreiche Transmembranproteine werden zusätzlich 
zu einer Proteolyse der extrazellulären Domäne in ihrer Transmembrandomäne 
gespalten. Die Voraussetzung für diesen Prozess ist die Abspaltung der 
extrazellulären Domäne eines Moleküls durch regulierte Prozessierung eines 
Proteins in der Nähe des Membranankers. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
gezeigt, dass ein lösliches L1-Fragment von 15 kDa durch eine Spaltung in der 
Transmembrandomäne von der Plasmamembran gelöst und in den Zellkern 
transportiert wird. Die Funktion des zytoplasmatischen L1-Fragmentes im Zellkern 
und eine mögliche Beteiligung an der Regulation der Transkription von Genen 
sind Fragen, die zu klären bleiben.    
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6.1 Schlüsselwörter 
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TACE – Calmodulin – Bindungspartner von NCAM – Aktinzytoskelett – 
Neuritenwachstum – regulierte Spaltung in der Transmembrandomäne – 
zytoplasmatische Domäne von L1 – Kernlokalisierung 
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7 Summary 
 
A variety of different membrane proteins also occur as a circulating, soluble form. 
These soluble forms are often derived from the membrane forms by proteolysis. 
Different soluble fragments of the transmembrane and multidomain neural cell 
adhesion molecules NCAM and L1 playing important functional roles in the 
developing and adult nervous system have been detected.  
The mechanism of generation of soluble NCAM fragments with a molecular range 
of 110 kDa to 190 kDa is poorly understood. In this study, evidence was 
presented that a metalloprotease is able to solubilize NCAM fragments via 
proteolytic processing. A member of the ADAM family of metalloproteases, the 
TNFα converting enzyme (TACE) cleaves the NCAM isoforms NCAM140 and 
NCAM180 near their membrane anchors resulting in the release of soluble NCAM 
fragments with a molecular weight of 110 kDa and higher depending on the 
glycosylation state of the extracellular domain of NCAM. The extracellular domain 
of the GPI-linked isoform NCAM120 is liberated from the membrane via a different 
mechanism. The metalloprotease inhibitor GM 6001 reduces the release of 
soluble NCAM fragments. Its inhibitory effect on NCAM dependent neurite 
outgrowth of cerebellar explants indicates that the proteolytic processing of NCAM 
plays an important role for NCAM dependent neurite outgrowth. Further evidence 
for an essential role of the ectodomain shedding of NCAM for the process of 
NCAM dependent neurite outgrowth was obtained in experiments showing that the 
calmodulin inhibitor CGS 9343 B which is able to stimulate the cleavage of 
membrane bound NCAM isoforms, inhibits NCAM dependent neurite outgrowth. 
Whether the effect of calmodulin on NCAM dependent neurite outgrowth is 
mediated via a direct interaction with its binding partner NCAM remains to be 
clarified.    
The cell adhesion molecule L1 is proteolytically processed at two distinct sites 
within the extracellular domain, leading to the generation of different soluble 
fragments. Evidence was presented that the proprotein convertase PC5A is the 
protease that cleaves L1 in the third fibronectin type III domain, whereas the 
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proprotein convertases furin, PC1, PC2, PACE4, and PC7 are not effective in 
cleaving L1. This fragment was present in the hippocampus, which expresses 
PC5A, but was not detectable in the cerebellum, which does not express PC5A. 
The 140 kDa L1 fragment was found to be tightly associated with the full-length 
200 kDa L1 molecule. The complex dissociated from the membrane upon 
cleavage by a protease acting at a more membrane-proximal site of full-length L1. 
This proteolytic cleavage was inhibited by the metalloprotease inhibitor GM 6001 
and enhanced by a calmodulin inhibitor. L1-dependent neurite outgrowth of 
cerebellar neurons was inhibited by GM 6001, suggesting that proteolytic 
processing of L1 by a metalloprotease is involved in neurite outgrowth. In this 
study, it was shown that L1 is processed at further proteolytic cleavage sites in its 
extracellular domain resulting in the release of additional soluble fragments. The 
metalloprotease MMP9 seems to be one the responsible proteases involved in 
this process. A lot of transmembrane proteins were identified to be additionally 
cleaved within their transmembrane domains. The ectodomain shedding of the 
extracellular domain is the initial step for regulated intramembranous proteolysis. 
A 15 kDa fragment recognized by an antibody directed against the intracellular 
domain of L1 is released from the plasma membrane into the cytoplasm via 
proteolysis and transported to the nucleus. The question whether the intracellular 
domain of L1 located in the nucleus is involved in regulation of gene transcription 
is currently under investigation. 
7.1 Keywords 
central nervous system – neural cell adhesion molecule – NCAM – L1 – 
processing – prohormon convertase – PC5A – metalloprotease – ADAM17 / 
TACE – calmodulin – interaction partner of NCAM – actin cytoskeleton – neurite 
outgrowth – regulated intramembranous proteolysis (RIP) – L1-ICD (intracellular 
domain) – nuclear localization 
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9 ANHANG 
9.1 Plasmidkarten 
9.1.1 pRc/CMV 
 
9.1.2 pcDNA3 
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9.2 Verzeichnis der Tabellen 
Tab. 1.1: Beispiele von Transmembranproteinen, die durch proteolytische  
Spaltung von der Membran gelöst werden (Schlondorff and Blobel,  
1999).  
Tab. 1.2: Zellfunktionen, die durch Proteolyse beeinflusst und reguliert werden. 
Tab. 1.3: Proteasen der ADAM-Familie und ihre Substrate (White, 2003) 
Tab. 1.4: Proteasen der MMP-Familie und ihre nicht-traditionellen Substrate 
(Johnson et al., 1998; Khasigov et al., 2001)  
Tab. 1.5: Proteinvorläufer, die durch regulierte Prozessierung von Mitgliedern der      
      Familie der Prohormonkonvertasen aktiviert werden können 
     (Seidah and Chretien, 1997). 
Tab. 1.6: Die L1-defiziente Maus - Ein Tiermodell für das CRASH-Syndrom 
Tab. 2.1: Verwendete Zelllinien und ihre Eigenschaften 
Tab. 2.2: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der CHO-Zelllinie 
Tab. 2.3: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der Neuro 2a-Zelllinie 
Tab. 2.4: Verwendete E. coli-Stämme und ihre Eigenschaften 
Tab. 2.5: Verwendete Expressionskonstrukte und ihre Charakteristika 
Tab. 2.6: Verwendete Plasmide und ihre Charakteristika 
Tab. 2.7: Verwendete Antibiotika 
Tab. 2.8: Verwendete Primärantikörper und ihre Charakteristika 
Tab. 2.9: Verwendete Inhibitoren 
Tab. 3.1: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngellösungen 
Tab. 3.2: Eingesetzte Antikörper und ihre Charakteristika 
Tab. 3.3: Verwendete Inhibitoren (Proteolyseassay an isolierten Membranen) 
Tab. 3.4: Verwendete Inhibitoren (Behandlung von Zellen mit Inhibitoren)  
Tab. 3.5: Verwendete Expressionskonstrukte 
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Tab. 3.6: Verwendete Inhibitoren (Kleinhirnexplantate) 
Tab. 9.1: Abkürzungen der Nukleotide  
Tab. 9.2: Symbole für Aminosäuren 
9.3 Verzeichnis der Abbildungen 
Abb. 1.1: Schematische Übersicht der Domänenstruktur der Familie der ADAMs 
               (Moss und Lambert, 2002)   
Abb. 1.2: MMPs weisen eine konservierte Domänenstruktur auf (Matrisian, 1992). 
Abb. 1.3: Die Mitglieder dieser Familie weisen eine einheitliche Domänenstruktur  
      auf (Seidah and Chretien, 1997).  
Abb. 1.4: Metalloproteasen vermitteln Neuritenwachstum (Yong et al., 2001).   
Abb. 1.5: MMP-vermittelte Mechanismen, die zu neuropathologischen  
            Veränderungen führen (Yong et al., 2001).  
Abb. 1.6: Das Protein APP wird an drei Stellen durch die als α-, β- und γ- 
            Sekretasen bezeichneten Enzyme gespalten (Blobel, 2000).  
Abb. 1.7: Schematische Übersicht über die Subfamilien der Neuralen 
Zelladhäsionsmoleküle der Ig-Superfamilie (Crossin and Krushel, 
2000).  
Abb. 1.8: Die NCAM-Isoformen NCAM120, NCAM140 und NCAM180 entstehen 
                durch „Alternatives Spleißen“.  
Abb. 1.9: Zusätzlich zu seiner Funktion als Ligand nimmt das Molekül NCAM die
      Rolle eines Vermittlers in Signaltransduktionsprozessen ein (Williams et  
     al., 1992).  
Abb. 1.10: Schematische Darstellung des neuralen Zelladhäsionsmoleküls L1.  
Abb. 1.11: L1 ist nicht nur ein adhäsives Molekül, sondern auch ein 
                  signaltransduzierender Rezeptor (Kenwrick et al., 2000). 
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Abb. 1.12: Lösliche Fragmente des Moleküls L1 entstehen durch die regulierte 
       Proteolyse der extrazellulären Domäne. 
Abb. 2.1: Vergleich der von den Konstrukten pcDNA3-TACE und pcDNA3-dTACE  
     exprimierten Proteine  
Abb. 3.1: Aufbau des diskontinuierlichen Saccharosegradienten zur Isolierung 
     von Fraktionen angereichert mit Endoplasmatischem Retikulum (ER),  
     Golgi-Apparat und glattem ER und sekretorischen Vesikeln  
Abb. 3.2: Aufbau des diskontinuierlichen Saccharosegradienten zur Isolierung 
     von Fraktionen angereichert mit synaptosomalen Membranen,  
     Mitochondrien und Zellkernen  
Abb. 3.3: Aminosäuresequenzvergleich der intrazellulärem Domänen von 
     NCAM140 und NCAM180. 
Abb. 4.1:  Nachweis der löslichen NCAM-Fragmente in den Überständen des  
      in vitro Proteolyseassays nach der Inkubation mit verschiedenen 
      Proteaseinhibitoren. 
Abb. 4.2: Nachweis der löslichen PSA-tragenden NCAM-Fragmente in den 
     Überständen des in vitro Proteolyseassays nach der Inkubation mit  
      verschiedenen Proteaseinhibitoren. 
Abb. 4.3: Analyse des enymatischen Verdaus der Proben des in vitro  
           Proteolyseassays unter Kontrollbedingungen mit dem Enzym Endo N. 
Abb. 4.4: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von 
       Neuro 2a Zellen nach der Inkubation mit verschiedenen  
      Proteaseinhibitoren. 
Abb. 4.5: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von 
     transient mit den Expressionskonstrukten NCAM180, NCAM140 und  
                NCAM120 transfizierten CHO-Zellen nach der Inkubation mit dem  
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            Metalloproteaseinhibitor GM 6001. 
Abb. 4.6: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von  
           transient mit den Expressionskonstrukten TACE und dTACE  
          transfizierten Neuro 2a-Zellen. 
Abb. 4.7: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von  
Neuro 2a Zellen nach der Inkubation mit dem Calmodulininhibitor     
CGS 9343 B. 
Abb. 4.8:  Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen 
             von transient mit den Expressionskonstrukten NCAM140 (A) und 
             NCAM120 (B) transfizierten CHO-Zellen nach der Inkubation mit dem  
             Calmodulininhibitor CGS 9343 B. 
Abb. 4.9:  Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 (A) und  
             NCAM180 (B) mit Calmodulin. 
Abb. 4.10: Lokalisierung des putativen Calmodulinbindungsmotivs in den  
              intrazellulärem Domänen von NCAM140 und NCAM180. 
Abb. 4.11: Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 (A) und  
               NCAM180 (B) mit Calmodulin in Anwesenheit der Peptide 1 - 3. 
Abb. 4.12: Interaktion der zytoplasmatischen Domänen von NCAM140 (A) und  
               NCAM180 (B) mit Calmodulin in Anwesenheit des Peptids 1. 
Abb. 4.13: Nachweis löslicher NCAM-Fragmente in den Zellkulturüberständen von  
               Neuro 2a Zellen nach der Inkubation mit Zytoskelett-modulierenden 
               Substanzen. 
Abb. 4.14: Effekt des Serin- und Cysteinproteaseinhibitors Leupeptin und des  
               Metalloproteaseinhibitors GM6001 auf NCAM-abhängiges  
               Neuritenwachstum.   
Abb. 4.15: Effekt des Calmodulininhibitors CGS 9343 B auf poly-L-Lysin-, NCAM-, 
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               Laminin- und L1-abhängiges Neuritenwachstum.   
Abb. 4.16: Putatives Prohormonkonvertase-Erkennungsmotiv in der dritten  
               Fibronektindomäne des L1-Moleküls. 
Abb. 4.17: Nachweis von L1-Fragmenten in den Zellkulturüberständen und den 
              Zelllysaten von transient mit den Expressionskontrukten PC1, PC2, 
              PC5A und Furin transfizierten Neuro 2a-Zellen. 
Abb. 4.18: Nachweis des löslichen Fragmentes L1-140 in Homogenaten von  
               adulten Hippocampi und Kleinhirnen der Maus sowie von kultivierten 
               Kleinhirnneuronen und hippocampalen Neuronen. 
Abb. 4.19: Nachweis löslicher und membrangebundener Fragmente des Moleküls 
               L1 in den Überständen und Sedimenten des in vitro Proteolyseassays. 
Abb. 4.20: Nachweis der löslichen L1-Fragmente in den Überständen des in vitro  
              Proteolyseassays nach der Inkubation mit verschiedenen  
               Proteaseinhibitoren. 
Abb. 4.21: Nachweis von L1-Fragmenten in den Fraktionen eines  
       Dichtegradienten einer mit Triton-X 100 solubilisierten  
       Gehirnhomogenatfraktion (A), einer mit Triton X-100 solubilisierten 
       Membranfraktion (B) und einer mit löslichen Proteinen angereicherten  
       Fraktion (C). 
Abb. 4.22: Nachweis löslicher L1-Fragmente in den Zellkulturüberständen von 
       Neuro 2a Zellen nach der Inkubation mit verschiedenen 
       Proteaseinhibitoren. 
Abb. 4.23: Effekt der Serin- und Cysteinproteaseinhibitoren Aprotinin und 
       Leupeptin und des Metalloproteaseinhibitors GM 6001 auf  
       L1-abhängiges Neuritenwachstum.   
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Abb. 4.24: Schematische Darstellung der mit dem anti-L1-Antikörper 555  
       detektierbaren L1-Fragmente. 
Abb. 4.25: Detektion eines membranassoziierten L1-Fragmentes mit einem  
               Molekulargewicht von 80 kDa. 
Abb. 4.26: Die Spaltung des Moleküls L1 durch die Protease MMP9. 
Abb. 4.27: Nachweis von L1-Fragmenten in den Sedimenten des in vitro  
               Proteolyseassays nach der Inkubation mit verschiedenen  
             Proteaseinhibitoren. 
Abb. 4.28: Effekt des Presenilininhibitors DAPT auf L1-abhängiges 
               Neuritenwachstum.   
Abb. 4.29: Nachweis der intrazellulären Domäne des Moleküls L1 in 
       Immunpräzipitaten von Zellkernextrakten.  
Abb. 4.30: Immunhistochemischer Nachweis des Moleküls L1 in Zellen der 
               Neuroblastoma Zellline Neuro 2a unter Verwendung des  
             anti-L1-Antikörpers 2c2. 
Abb. 5.1: Calmodulin ist in die Regulation von zahlreichen  
      Signaltransduktionswegen involviert.  
Abb. 5.2: Lokalisierung des putativen Calmodulinbindungsmotivs in den  
     intrazellulären Domänen von NCAM140 und NCAM180. 
Abb. 5.2: Die Spaltung des Moleküls L1 in der dritten Fibronektindomäne. 
Abb. 5.3: Übersicht über die durch die Prozessierung des Moleküls L1 in der 
     sechsten Ig-Domäne und ersten Fn-Domäne durch die Protease MMP9 
     entstehenden zusätzlichen löslichen Fragmente. 
Abb. 5.4: Das Molekül L1 und seine verschiedenen funktionellen Domänen. 
Abb. 5.5: Parallelen der regulierten Prozessierung der Proteine L1 und Notch.  
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9.4 Abkürzungen und Einheiten 
µ   Mikro 
µM   micromolar 
AA   arachidonic acid 
Abb.   Abbildung 
ACE   angiotensin converting enzyme 
ADAM   a disintegrin and a metalloprotease 
AK    Antikörper 
ampr   Ampicillinresistenz 
APP   amyloid precursor protein 
APS   Ammoniumpersulfat 
bp   Basenpaare 
BSA   Rinderserumalbumin 
bzw.   beziehungsweise 
CD    cluster of differentiation 
cDNS   komplementäre Desoxyribonucleinsäure 
CHL1   close homologue of L1 
CHO   chinese hamster ovary 
CKII   casein kinase II 
CRASH corpus callosum hypoplasia, mental retardation, adducted 
thumbs, spasticity paraplegia and hydrocephalus 
CRD   carbohydrate recognition domain 
CSF-1  colony stimulating factor 1 
Da   Dalton 
DAG   diacylglycerol 
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DCC   deleted in colorectal cancer 
dH2O   destilliertes Wasser 
DM1-GRASP dystrophia myotonica 1 - (general receptor for 
phosphoinositides) - associated scaffold protein 
DMEM  Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DNS   Desoxiribonucleinsäure 
DTACE  deficient TACE 
DTT   Dithiothreitol 
E. coli   Escherischia coli 
ECL   enhanced chemiluminsecence 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF   epidermal growth factor 
ELISA   enzyme linked immunosorbent assay 
Eph kinase Cek5 Ephrin receptor tyrosine kinase Cek 5 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ERK   extrazellulär regulierte Kinasen  
et al.   und weitere 
EtBr   Ethidium Bromid 
EtOH   Ethanol 
EZM   extrazelluläre Matrix 
Fa   Firma 
FAK   focal adhesion kinase 
Fas-L   Fas-Ligand 
FGF-R  fibroblast growth factor receptor 
Fn   Fibronektin 
g   Gramm 
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GAPDH  Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
GFP   green fluorescent protein 
GMEM  Glasgow´s Minimal Essential Medium 
Golgi   Golgi-Apparat 
GPI   Glycosylphosphatidylinositol 
h   Stunden 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
HB-EGF  heparin binding - epidermal growth factor  
HBSS   Hank´s gepufferte Salzlösung 
HEK   human embryonic kidney cells 
HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsäure 
HRP   horseradish-peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) 
ICAM1  intercellular adhesion molecule L1 
ICD   intracellular domain 
ICLiP   intramembrane-cleaving-protease 
Ig   Immunglobulin 
IgSF   Immunoglobulin-Superfamilie 
JAM   junctional adhesion molecule 
kB   Kilobasen 
kDa   Kilodalton 
l   Liter 
lac   Lactose 
LB   Luria Bertani 
LPC   human lymphoma proprotein convertase 
LTP   Langzeitpotenzierung 
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M   molar, mol/l 
mA   Milliampere 
MAG   myelin associated glycoprotein 
MAP-2  microtubule associated protein-2 
MAPK   mitogen activated protein kinase 
MARCKS  myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 
MDC   Metalloprotease-/Disintegrin-/Cystein-reiches Protein 
MetOH  Methanol 
mg   milligramm 
min   Minute 
ml   Milliliter 
mM   Millimolar 
MMP   Matrixmetalloprotease 
MS   Multiple Sklerose 
MT-MMP  membrane type - matrixmetalloprotease 
NCAM  neural cell adhesion molecule 
Neuro 2a  Neuroblastomazellline Neuro 2a 
NGF   nerve growth factor 
NLS   nuclear localizing signals 
NN   neuromedin 
NO   nitric oxide 
NrCAM neuron-glia cell adhesion molecule related cell adhesion 
molecule 
NT   neurotensin 
ODx   Optische Dichte bei x nm 
p.a.   per analysi 
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p75 NGFR  75 kDa nerve growth factor receptor 
P90 rsk  90 kDa ribosomal protein S6 kinase 6 
PAA   Polyacrylamid 
PACE   paired based amino acid cleaving system 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS   Phosphat gepufferte Salzlösung 
PC   prohormonconvertase 
PFA   Paraformaldehyd 
pH   negativer dekadischer Logarhythmus der H+-Konzentration 
PI-PLC  phosphatidyl-inositol specific phospholipase C 
PKC   protein kinase C 
PLCγ   Phospholipase γ 
PLL   poly-L-Lysin 
POMC  Pro-Opiomelanocortin 
Pro-BDNF  pro-brain derived neurotrophic factor 
Pro-HB-EGF  pro-heparin binding-epidermal growth factor 
Pro-LHRH  pro-luteinising releasing hormone 
Pro-MIS  pro-mullerian inhibitory substance  
Pro-NGF  pro-nerve growth factor 
Pro-NT3  pro-neurotrophin 3 
Pro-PTH  pro-parathyroid hormone  
Pro-TGFβ  pro-transforming growth factor β 
Pro-TNFα  pro-tumour necrosis factor α 
Pro-TRH  pro-thyrotropin releasing hormone (Protirelin) 
Pro-VEGFc  pro-vascular endothelial growth factor c 
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PSA   polysialic acid 
RIP   regulated intramembranous proteolysis 
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm   rounds per minute 
RT   Raumtemperatur 
s   Sekunden 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
sog.   sogenannt 
SPC   subtilisin like proprotein convertase 
SPP   signal peptide peptidase 
SREBP  sterol element binding protein 
TACE   TNFα converting enzyme 
TAE   Tris/ Acetat/ EDTA 
Tau   tubulin assembly unit 
TBS   Tris gepufferte Salzlösung 
TEMED  Tetramethylendiamin 
TGFα   transforming growth factor β 
TGN   trans-Golgi-Netzwerk 
TIMP   tissue inhibitor of metalloproteases 
TNFα   tumour necrosis factor α 
TNFRI  tumour necrosis factor receptor I  
TNFRII  tumour necrosis factor receptor II 
Tris   Tris-(Hydroxyl)-Aminomethan 
TrkA   tyrosine receptor kinase A 
TSHR   thyroid stimulating hormone receptor 
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TX-100  Triton-X 100 
ü.N.   über Nacht 
UV   Ultraviolett 
UZ   Ultrazentrifuge 
V   Volt 
v/v   Volumen pro Volumen 
vgl.   vergleiche 
w/v   Gewicht pro Volumen 
x g   x 9,81 m/s2 
ZNS   Zentrales Nervensystem 
9.5 Abkürzungen der Nukleotide und Aminosäuren 
 
Tab. 9.1: Abkürzungen der Nukleotide 
Nukleotid Abkürzung 
Adenine A 
Cytosine C 
Guanine G 
Thymin T 
 
 
Tab. 9.2: Symbole für Aminosäuren 
Aminosäure „3 Buchstaben-Code“ „1 Buchstaben-Code“ 
Alanin Ala A 
Arginin Arg R 
Asparagin Asn N 
Aspartat Asp D 
Cystein Cys C 
Glutamin Gln Q 
Glutamat Glu E 
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Aminosäure „3 Buchstaben-Code“ „1 Buchstaben-Code“ 
Glycin Gly G 
Histidin His H 
Isoleucin Ile I 
Leucin Leu L 
Lysin Lys K 
Methionin Met M 
Phenylalanin Phe F 
Prolin Pro P 
Serin Ser S 
Threonin Thr T 
Tryptophan Trp W 
Tyrosin Tyr Y 
Valin Val V 
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